再構成運動系において滑り運動するアクチン繊維の運動調節 by 國田, 樹
博士論文
再構成運動系において
滑り運動するアクチン繊維の運動調節
公立はこだて未来大学大学院　システム情報科学研究科
システム情報科学専攻
國田　樹
2011年2月22日
Doctor’s Thesis
Movement Regulation of a Sliding Actin Filament
in a Reconstruction Motility Assay System
by
Itsuki KUNITA
Graduate School of Systems Information Science
Future University Hakodate
2011/2/22
Abstract The target of this study is to understand self-organization of hierarchic
structures in biosystems. To this end, we focus on the movement mechanism of muscle
proteins in molecules levels.
The properties of hierarchic structure are clarified by comparing hierarchic structures
of biology and machines. While the components of hierarchy in biosystems and machines
are different, the structures share some common properties. However, the formation and
sustention process of the substance and structure are different. The substances of biology
are synthesized and degraded using external substance and energy. The structure of
biology is self-organized by weak interactions between those substances. Therefore, the
structure of biology is flexible and variable in time and space. On the other hands, the
machines are composed of artificial substances, and those substances are not change in
time. The structure of machines is constructed by strong interactions between those
substances. Therefore, the structure of machines is hard and stable.
The hierarchic structure of functions in biology and machines is different due to the
difference of those structural properties. The functions of biology are occurred due to
interactions between substances or structures. Thereby, it is also variable momentarily.
On the other hands, the functions of machines are inherencies in the structure, and
it is also stable in time. On the other words, in biology, the hierarchy of structures
and functions is self-organized dynamically, and the actions between those hierarchies
are dynamic. The hierarchy between biology and machines is different in that regard.
Therefore, it is important to know the formation mechanism of self-organized hierarchic
structure in biology for constructing the information processing system, which has the
similar structures of formation mechanism and information processing in biology. In this
study, aim is the clarification of the regulation mechanism of actin filaments on muscle
contractions in self-organized orders formations in biology.
In biology, the systems, which have the mechano-chemical system of proteins, show
the various and complex behaviors in addition to periodic rhythms. Therefore, it is
important to know the various orders and its generation mechanisms in protein levels
for understanding the mechanisms of order formation in biology. In this study, the orders
and its mechanisms are investigated about the sliding movement of actin filaments on
an actomyosin system as a major example of mechano-chemical systems.
The sliding movement of actin filaments on an actomyosin system is composed of the
motor proteins called myosins and the rail proteins called actins. The movement mech-
anism is generally explained as resulting from the move of actin filaments by myosins,
which hydrolyzed the ATP molecules. However, the actin filaments need the mechanism,
which is the regulation of actions of many myosins, because the actions of many myosins
act on an actin filament. The actin filaments while sliding on myosins are examined in
detail.
The actin filaments while sliding on myosins in a reconstruction motility assay system
are observed. The local transformation of actin filaments while sliding is investigated by
the methodology, which combined the video processing technique and image analysis.
As a result, the local windings of filaments propagated along the actin filaments, and
the propagation velocity was about twice the average sliding velocity of actin filament.
On the slow sliding actin filaments, the direction of winding propagation was from the
head-end to the tail-end of filaments. The fast sliding actin filaments showed complex
patterns of windings and soliton like phenomena. The patterns are the repeat, dissipa-
tion, reflection of windings, and the fusion of a few windings. On the other hands, the
non-sliding actin filaments did not show the winding propagation and winding patterns.
It is thought that the windings along actin filaments occur due to the actions of
myosins. Therefore, the relationship of actions between the sliding actin filaments and
myosins is investigated. The actions are estimated from the height of actin filaments,
because the actin filaments and myosins cannot be observed at the same time. The new
methodology is developed for the height estimation. The method is used the property
of evanescent illumination, because the fluorescent intensity decay as the distance from
the glass surface to the fluorescent substance increase. Using this methodology, the
fluorescent-labeled actin filaments on myosins are observed in the absence of ATP. As
a result, the actin filament fluctuated up and down in height from 60 nm to 300 nm.
When the actin filaments were low height comparable to myosin heads, the actin fila-
ments fluctuated in the operation range of myosin heads. This result suggests that the
actions between actin filaments and myosins occur at low position. The up and down
displacements of sliding actin filaments were measured. As a result, the actin filaments
move while repeating the turndown from high positions to low positions. The sliding
actin filaments move on the different trajectories each part of filaments. However, those
trajectories were same when the actin filaments were low. These results show that the
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actions between actin filaments and myosins are intermittent. Therefore, it is thought
that the local windings of actin filaments occur due to intermittent actions of myosins.
The actin filament was modeled simply for understanding the mechanism of the wind-
ing propagation along the actin filaments. This model is one-dimensional elastic body
model, which is connected between units using springs. As a result, the similar local
winding patterns in the sliding actin filament were found when the model met the fol-
lowing. 1) The external actions to each unit are intermittent, and the units have the
refractory period to external actions. 2) The connections between units are nonlinear.
3) The connections between units are weak. These conditions correspond to following on
the actin filament. 1) The actions of myosins are intermittent, and the actin monomers
have the refractory period to actions of myosins. 2) The connections between actin
monomers are nonlinear, or the actin monomers have the nonlinear properties. 3) The
connections between actin monomers are weak, and the actin filaments are flexible.
These results show the possibility that an actin filament have the mechanism, which
is self-organized regulation of actions of myosins by the winding propagations along the
actin filament. On the movement of actomyosin system, generally myosins play a most
important role by extracting chemical bond energy from ATP. However, it is thought
that the actin filaments play an important role, which is the regulation of the sliding
movement for regulation of the actions of myosins. It is also thought that the regulation
needs the flexible structure and the internal regulation.
Keywords: self-organization, hierarchic structure, reconstruction motility assay sys-
tem, actin filaments, winding propagation
概 要: 本研究は，生物の持つ階層構造の階層間の関係とその関係の自己組織性につい
て，骨格筋タンパク質の分子レベルの運動機構から考察することを目的した．
生物の階層構造の特徴は，生物と機械との階層構造の相違を考えることで明確となる．
生物と機械の構造の階層性は，物質の種類は異なるものの原子，分子，およびそれらの化
合物が主要素となり低分子化合物から高分子化合物，高分子複合体から形成される点で類
似している．しかしながら，生物と機械とはそれらの物質の合成過程，および構造の形成・
維持過程を異にする．生物の構成物質は，外部から物質とエネルギーを得て内部で合成と
分解が行われる．そして，同一種の物質であろうとも絶えず変化し続けている．高次の構
造物は，それらの物質間の弱い相互作用を中心として自己組織的に形成される．そのため，
生物の構造は，構造自体が柔らかいばかりでなく，時々刻々と変化可能な特性を持つ．他
方，機械の構成物質は，人工的に合成された物質から成り，機械が初期の機能を維持して
いる限り物質が変化することはほとんどない．また，高次の構造物は，共有結合による強
い相互作用や架橋剤を使用した化学接着を中心として成型される．そのため，機械の構造
は，時間が経過しても形状の変化が起こりにくく安定な特性を持つ．
また，これらの構造の特性の相違に伴い，生物と機械とでは機能の階層構造も異にする．
生物の機能は，時々刻々と変化する中で，物質間もしくは構造間の相互作用によって出現
する．したがって，生物の機能の階層構造もまた時々刻々と変化する．他方，機械の機能
は，人工的に成型された構造に与えられた固有のものであり，時間的に安定である．また，
それらの機能は他の物質もしくは構造との作用により生じるが，その作用の仕方は予め規
定されている．したがって，機械の機能の階層構造は，その機械に固有のものとなる．換
言すると，生物の階層構造は，それぞれの構造および機能という階層がダイナミックに自
己組織化される点，およびそれらの階層間の作用がダイナミックである点で機械の階層構
造と特徴を異にする．そのため，生物の持つ自己組織的な階層構造の形成過程を明らかに
することは，生物に見られる秩序形成や情報処理の仕組みを応用した情報処理システムの
構築の示唆になることが期待される．そのために，本研究では，生物の持つ自己組織的な
秩序形成について，筋収縮系におけるアクチン繊維の運動調節の仕組みを明らかにした．
生物において，タンパク質のメカノケミカルシステムを持つ系では周期リズムだけでな
く多様かつ複雑な現象が生じる．そのため，タンパク質レベルで生じる様々な秩序やその
形成メカニズムを知ることが，生物の秩序形成の仕組みを理解するために重要であると考
えられる．そこで，本研究では，メカノケミカルシステムの代表例であるアクトミオシン
系におけるアクチン繊維の滑り運動に見られる秩序とその形成のメカニズムを調べた．
アクトミオシン系におけるアクチン繊維の滑り運動は，ATP分解活性を持つミオシン
と呼ばれるモータータンパク質とアクチンと呼ばれるレールタンパク質で構成される．そ
の運動メカニズムは，一般に，ミオシンがATP加水分解エネルギーを使用してアクチン
繊維を移動させることによって生じると説明される．しかしながら，アクチン繊維には多
数のミオシンが作用しているため，アクチン繊維の内部にそれらの作用を協調する仕組み
が必要となる．そこで，ミオシン上を滑り運動しているアクチン繊維の運動を詳細に検証
した．
再構成運動系でミオシン上を滑り運動するアクチン繊維について，運動に伴って生じる
繊維の微小な変形をビデオ顕微鏡法と画像解析を組み合わせた手法によって調べた．その
結果，滑り運動しているアクチン繊維では，繊維の局所に生じた屈曲が滑り運動速度の 2
倍程度の速度でアクチン繊維に沿って伝播する現象が観察された．ゆっくりと滑り運動し
ているアクチン繊維では，その屈曲は，繊維の先端から後端に向かって伝播していた．ま
た，速く滑り運動しているアクチン繊維では，その屈曲には複雑なパターンやソリトン様
のパターンが観察された．それらのパターンには，繊維に沿って規則正しく屈曲が伝播す
るパターン，屈曲波が繊維の端点で消失や反射されるパターン，いくつかの屈曲が融合さ
れるパターンがあった．他方，滑り運動していないアクチン繊維では，そのような屈曲伝
播や屈曲パターンは生じなかった．
滑り運動しているアクチン繊維に沿った屈曲はミオシンの作用によって生じると考え
られる．そこで，滑り運動しているアクチン繊維とミオシンとの作用の関係性を調べた．
アクチン繊維とミオシンは同時に観察することができないため，アクチン繊維の高さから
アクチン繊維とミオシンの作用を推定した．アクチン繊維の高さを推定するために，エバ
ネッセント照明下で蛍光物質の輝度が全反射面から離れるに従って減衰する特性を利用し
た新しい測定法を開発した．この方法を用いて，1本のアクチン繊維のうち数箇所を蛍光
標識し，ATP非存在下でミオシン上に置かれたアクチン繊維を観察した．その結果，ア
クチン繊維は，60～300 nmの高さで上下に揺らいでいた．アクチン繊維の高さがミオシ
ンヘッドと同程度の低い位置にある場合，上下方向の揺らぎの大きさはミオシンヘッドの
稼動域と同程度であった．これは，アクチン繊維が低い位置にあるとき，アクチン繊維が
ミオシンと作用していることを示す．そこで，滑り運動しているアクチン繊維の上下方向
の変動を計測した．その結果，アクチン繊維は，ミオシンから離れた高い位置で上下方向
に揺らぎながら，時々ミオシンヘッド近傍の低い位置へ下降する現象を繰り返しながら滑
り運動していた．滑り運動しているアクチン繊維は部位によって異なる軌跡を描いた．し
かしながら，アクチン繊維が低い位置にあるときには，その軌跡が重なる傾向にあった．
これらの結果は，アクチン繊維がミオシンと間欠的に作用しながら滑り運動していること
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を示す．したがって，アクチン繊維の局所の屈曲はミオシンとの間欠的な作用によって生
じると考えられる．
アクチン繊維の屈曲伝播の仕組みを明らかにするために，アクチン繊維をモデル化して
シミュレーション実験を行った．このモデルは，ユニットがバネで結合されたシンプルな
一次元弾性体モデルとした．その結果，以下の 3つの条件が満たされたときに，滑り運動
しているアクチン繊維で観察された屈曲伝播パターンと類似の構造が観察された．1) 各
ユニットへ外部作用が間欠的であり，外部作用に対する不応期があること．2) ユニット間
の結合に非線形性があること．3) ユニット間の結合が弱いこと．これらの結果は，アクチ
ン繊維について次のように対応する．1) アクチン繊維とミオシンの作用が間欠的である
こと．2) アクチンモノマーもしくはアクチンモノマー間の結合に非線形性があること．3)
アクチンモノマー間の結合が弱く，アクチン繊維が柔軟であること．
これらの結果は，アクチン繊維が繊維に沿って屈曲を伝播することによってミオシンの
作用をその内部で自己組織的に調節する仕組みを持つ可能性を示す．アクトミオシン系の
運動では，一般に ATPのエネルギーを抽出するミオシンが重要な役割を果たす．しかし
ながら，ミオシンからのエネルギーを協調する仕組みもまた運動には重要であり，アクチ
ン繊維がその役割を果たすと考えられる．そして，その協調のためには柔軟な構造と内部
調節の仕組みが必要であると考えられる．
キーワード 自己組織化，階層構造，再構成運動系，アクチン繊維，屈曲伝播
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第1章 序論
1.1 背景と目的
本研究は，生物の自己組織的な秩序形成のメカニズムを理解するために，筋収
縮を担うタンパク質であるアクチンとミオシンとの相互作用によって生じる滑り
運動のメカニズムを明らかにすることを目的とした．
この目的の設定には主に二つの理由がある．その一つは，生物に見られる多様な
秩序の共通点が系の秩序形成過程の自己組織性にある点である．もう一つは，生
物の自己組織的な秩序形成のメカニズムが，生物のような自由度と可制御性との
両者を兼ね備えた機械設計に有効な示唆を与え得る点である．また，タンパク質
を研究対象とした理由は，分子レベルでの素反応過程と分子集合体レベルの振る
舞いとの両面から秩序形成メカニズムを調べることが可能なためである．これに
より，系の秩序形成を構造および機能の階層構造の側面から検証することが可能
となる．
本章では，はじめに背景となる生物の秩序形成の自己組織性について，生物と
機械との相違点，およびシステム論の観点から概観する．次に，生物の自己組織
性について具体的な例を挙げて概説した後に，研究対象である筋タンパク質によ
る運動のメカニズムの概略およびメカニズム解明のための論点を提示する．最後
に，本論文の構成を述べる．
1.1.1 生物における秩序形成
生物では，種々の時空間レベルで秩序が形成される．これらの秩序は，その構
成要素は異なるものの，構成要素間の相互作用によって自己組織的に形成される
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点で共通のメカニズムを持つ．その構成要素もまた自己組織的に形成される秩序
であるために，生物は構造および機能に階層構造を持つ．そのため，生物に見ら
れる階層構造の各階層における自己組織化のメカニズムおよび階層間の関係を明
らかにすることが，生物の仕組みを理解するために重要な要素の一つであると言
える．
この生物の階層構造の特徴は，生物と機械との階層構造の相違を考えることで
明確になる．生物と機械の構造の階層構造は，物質の種類は異なるものの原子，分
子，低分子化合物，高分子化合物，高分子複合体から形成される点で類似してい
る．しかしながら，生物と機械とではそれらの物質の合成過程，および構造の形
成・維持過程を異にする．
生物の構成物質は，外部から物質とエネルギーを得て生物の内部で合成と分解
が行われる．この合成・分解過程は絶えず生じており，同一種の物質であろうと
も変化し続けている．つまり，生物において物質は代謝されている．また，生物
における高次の構造物は，ファンデルワールス力，疎水性相互作用，静電的相互
作用などの弱い相互作用を中心として自己組織的に形成される．例えば，生物の
物質的基盤であるタンパク質は，共有結合による強い相互作用で形成された一本
のポリペプチド鎖がポリペプチド鎖の側鎖間のファンデルワールス力や疎水性相
互作用などの弱い相互作用によって立体構造を自発的に形成する．さらに，その
立体構造は，水分子の熱運動を受けて微小に振動してゆらいでいる．そのように，
生物の構造は，構造自体が柔らかいばかりでなく，他の分子の作用や水分子の熱
運動を受けて時々刻々と変化する特性を持つ．
他方，機械の構成物質は，人工的に合成された物質から成る．そして，機械が
初期の機能を維持している限りにおいて，物質が変化することはあまりない．ま
た，機械における高次の構造物は，構成要素間の共有結合による強い相互作用や
架橋剤を使用した化学接着を中心として成型される．また，ネジなどの止め具を
利用した力学的な作用により成型される．そのため，機械の構造は，時間が経過
しても形状の変化が起こりにくく安定した性質を持つ．
生物と機械とでは，このような構造特性の相違に伴い，機能の階層構造や制御
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システムも異にする．生物の機能は，時々刻々と構造が変化する中で，物質間も
しくは構造間の相互作用によって発現・維持される．このとき，生物の機能は，目
標値や参照値がない条件にもかかわらず，それ自体の構造を壊さずに作用すると
いう制約を受ける．また，生物はその構造に非線形性を持つために，履歴や条件
によって様々な機能が現れる．そのため，生物における機能を構成要素の特性の
みで予測することは難しい．したがって，生物の機能は，時々刻々と変化する構
造や環境の下で，ダイナミックに発現・維持される．
他方，機械の機能は，人工的に成型された構造に与えられた固有のものであり，
時間的に安定である．また，それらの機能は他の物質もしくは構造との作用によっ
て生じるが，その作用の仕方は予め規定されている．加えて，機械の機能は，可
制御性の観点からそのほとんどが線形制御されている．したがって，機械の機能
の階層構造は，その機械に固有で安定したものとなる．
このように，生物と機械とは，その構造に階層構造を有する点に共通の特徴が
あるが，その形成過程や階層間の関係性に相違がある．ここに，生物と機械との
区別を可能にする本質的な要因があると考えられるため，生物学や生理学では階
層構造とその形成過程の意義が古くから問い続けられてきた [N3][N4]．特に，各
階層における構造の形成とそれに伴う機能の出現との関係から，生物の生命とし
ての最小構造が物理化学的な観点から探索されてきた．
他方，情報科学の分野でもまた，機械学習を超える機能の出現を期待した自己組
織的にネットワークやクラスターを形成するシステムが考えられてきた [N1][N2]．
これは，生物のような自由度と可制御性との両者を備えた機械設計やシステム構
築のために，自己組織性や階層構造が不可欠であることを示している．そのため，
本論文で調べるようなタンパク質の自己組織的な秩序形成やそこにみられる階層
構造の形成の構成法が理解できれば，それを応用した情報処理システムの示唆に
なることが期待される．
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1.1.2 システム論における自己組織性
これまでに述べられたように，生物の種々の階層で見られる秩序は，構成要素
間の相互作用の結果として生じる．そのため，これらの秩序の特性を理解するた
めには，構成要素の性質や素反応過程と構成要素間の相互作用の方式との両方を
知る必要がある．つまり，生物における秩序形成メカニズムの理解のためには，分
子論とシステム論との両方の観点が必要になる [T1]．生体における分子の特性に
関わる研究は生化学や分子生物学など生物学の分野で行われており，生体の個々
の分子について一分子レベルの構造や化学反応過程が調べられている．ここでは，
個々の分子の特性ではなく，分子間の作用から秩序が形成される自己組織化のメ
カニズムについて，システム論の観点から述べる．
自己組織化は，動的平衡のシステムを対象としたベルタランフィによる一般シ
ステム理論 [B1]に始まり，動的非平衡のシステムを対象としたプリゴジンらによ
る散逸構造論 [N5][P1]，自己言及のシステムを対象としたマトゥラーナとヴァレラ
によるオートポイエイシス [M2]に至る議論の歴史がある．これらの議論は，情報
という観点ときわめて密接なものである．
フォン・ベルタランフィは，現象の種に関わらず，「相互に作用する要素の複合
体」をシステムと規定し，システムの一般理論における根本的概念が階層的秩序
の概念であると述べた [B1]．この階層的秩序については，動的平衡下で自発的に
形成される自己集合体を安定した層と考え，システムにはそれらの層で構成され
る安定した多層構造が形成されると考えられた．つまり，一般システム理論は，平
衡状態にある階層間の関係である階層関係論によってシステムを捉えようとする．
その観点から，階層的秩序に見られる構造すなわち部分の秩序と機能すなわち過
程の秩序とは根本的に同じものであると考えた．
イリヤ・プリゴジンは，非平衡開放系において熱力学的に安定な局所平衡の構
造の不安定化により自発的に形成された秩序構造を散逸構造として区別し，それ
を自己集合と区別して自己組織化とした [N5][P1]．この散逸構造は，非平衡下でゆ
らぎによる不安定化によって系を構成する要素間に生じるポジティブ・フィード
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バックを介した相互作用を基礎におく．つまり，散逸構造は，非平衡状態にある系
の無秩序構造から秩序構造へ至る過程によってシステムを捉えようとする．
このように，一般システム理論と散逸構造論とは，「系の内部にある要素間の相
互作用」から現象すなわちシステムを捉えようとする点で共通したアプローチで
あると言える．この両者の違いは，一般システム論が秩序形成をシステム内部の
階層間の関係から捉え，散逸構造論が秩序形成をシステム内部の各層の秩序形成
過程から捉える点で異なる．そこで，散逸構造論の各層での秩序形成と一般シス
テム論の階層間の関係性との両面からある現象を調べることがシステムをより深
く理解するために有効であると考えられる．
1.1.3 生物の自己組織性と非線形性
自己組織化現象は，生物・無生物を問わず自然現象に多く観察され，二つのタ
イプに大別することができる．その一つは，閉鎖系かつ平衡系で安定な構造を形
成する自己集合である．このタイプの自己組織化現象の例には，結晶の格子構造
や脂質のミセル構造などが挙げられる．もう一つは，開放系かつ非平衡系で動的
な秩序が形成される自己組織化現象である．このタイプの自己組織化現象の例に
は，ベルーソフ・ジャボチンスキー反応 (BZ反応)のパターン形成や対流現象，生
物にみられる代謝や神経の興奮などが挙げられる．また，このタイプの自己組織
化現象で観察される多様もしくは複雑な時空間パターンの形成には，系の要素や
要素間の結合に見られる非線形性が強く影響することが知られている．
生物の自己組織化現象の代表的な例として，脳神経系の興奮のリズムや学習過
程が挙げられる．脳にある神経細胞では，刺激がある一定の強さを超えると，イ
ンパルスと呼ばれる電気的な発火現象が観察される．このインパルスは，神経細
胞が連続的な刺激を受け続けると一定間隔のリズムで生じるようになる．このよ
うなインパルス応答は，神経細胞レベルでの自己組織化現象の一つである．その
基本のメカニズムには，神経細胞の膜に存在するタンパク質のメカノケミカルシ
ステムがあり，神経発火に見られる特徴的なインパルス波形はタンパク質の非線
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形性によるものであると考えられる．
加えて，脳には神経細胞間のシナプス結合による神経回路網が形成されており，
これは複数の神経細胞間の作用で生じる自己組織化現象の一つである．この神経
回路網を使って行われる神経細胞間の電気的な信号のやり取りが思考や感性といっ
た脳の機能を形成する．すなわち，神経回路網の構造そのものが情報処理システ
ムであり，それが脳の機能である．工学や情報科学の分野では，神経回路網を模
したネットワークをニューラルネットワークと呼び，それは機械の強化学習など
の情報処理システムとして利用されている．
粘菌もまた，生物の自己組織化現象の代表的な例である．粘菌は，細胞同士が
融合した変形体を形成する．この変形体の移動は，環境に応じて球状から極性の
ある形状への移行や，一様に広がった形状から管状ネットワークを形成すること
で生じる．その挙動の根底には，細胞内の物質代謝に伴う化学物質の濃度パター
ンが内在している．この代謝の自励振動では位相の異なる多くの状態が存在する．
そのような多様な位相関係によって，粘菌の学習という情報に関わる機能が構築
されている可能性が指摘されている．また，細胞移動の分子メカニズムには，動
物の筋収縮を担うタンパク質であるアクチンとミオシンによるメカノケミカルシ
ステムがある．
このように，生物における自己組織化現象では，分子レベルの作用によって時
空間のリズムが生成されている．そのリズムの多様さや複雑さは，タンパク質の
もつ構造特性や時間応答性の非線形特性が要因であることが考えられる．つまり，
タンパク質のメカノケミカルシステムが生物におけるリズムやパターンの形成に
重要であること，および自己組織化現象が情報処理と密接な関わりを持つことが
わかる．
1.1.4 自己組織的な秩序形成に対するアプローチ
このように，生物に見られる自己組織的な秩序は，非平衡系で生じるばかりで
なくその要素の特性に非線形性が見られることに特徴がある．これまでの科学で
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は，現象を近似によって線形化することで，現象の本質的な部分の理解を試みて
きた．しかしながら，線形化された系では多様かつ複雑な現象が生じにくく，そ
のような現象の特性を十分に知ることはできない．つまり，生物のような多様か
つ複雑な現象は，線形近似によって理解することは難しいと言える．そこで，複
雑系科学の分野では，構成論的アプローチを用いて現象をモデル化し，モデル式
の数値計算によって現象の本質を理解する手法がとられてきた．この構成論的ア
プローチは，系の要素の特性だけでなく要素間の関係性を考えるものである．
この構成論的アプローチにおいては，物理化学的な観点に加えて情報の観点を
取り入れることが重要であると考えている．換言すると，要素間の作用に物理量
ではなく物理量に意味や重みを与える仕組みの存在が有機物質間の相互作用に過
ぎない生物を機械との区別を可能にしていると考えている．その仕組みによって
抽出される事柄が情報であり，生物に代表される生命システムを情報論的な観点
で捉えることが生物の仕組みや生命を知る場合に有効であると考えている．また，
生物と機械との対比で述べられた階層の概念はシステムの分割概念である．その
ため，システムの作用を物理量だけで捉えようとした場合には，物理的には分子
の一層しか存在しないために階層を取り扱うことは難しくなる．
また，生物に見られる自己組織的な階層構造の形成メカニズムを明らかにする
ためには，構成論的アプローチによって自己組織化の過程を明らかにすると共に，
階層構造の各階層間の関係性を明らかにすることと各階層の作用過程を明らかに
する必要がある．
自己組織的な階層構造の形成メカニズムを明らかにするためには，シンセシオ
ロジーの方法論を取り入れた構成論的アプローチを組み込むことが有効な手法の
一つとなる．中島らは，システムの構成の結果を分析し，その分析結果をシステム
の動作やシステムの動作を決定する記述にフィードバックさせるアプローチを提
案している [N1]．また，金子らは，この構成論的アプローチに類似した手法を用い
て，カオス結合系の数値シミュレーションにおいて，各系の解の平均値でフィード
バックを受けているカオスネットワークを調べてきた．その結果として，非線形振
動のクラスター化やクラスターの階層的構造などが現れることを示した [K3][K4]．
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これは，自己組織化による構造形成とそれに伴う階層構造の形成メカニズムを明
らかにする手法として，構成論的アプローチが有効であることを支持する．
生物に見られる秩序形成は，ここで述べられたような系の変化を系の内部に反
映する仕組みを内包していると考えられる．これはフィードバック制御であり，機
械にも同様の仕組みが組み込まれている．しかしながら，生物と機械とで異なる
現象が生じることは，一見して同じ仕組みを持つフィードバック制御に本質的に
異なる過程が存在する可能性を示唆する．その相違点を明らかにするために，本
研究では，生物の筋収縮を担うタンパク質を取り扱い，タンパク質レベルでの運
動メカニズムを実験とモデル化の両面から検討する．
1.1.5 筋タンパク質による運動
タンパク質は生物の物質的基盤であるため，生物の振る舞いを決定するために
重要な要素の一つである．特に，タンパク質のメカノケミカルシステムを有する
系では，バーストや多重リズムなどの複雑かつ多様な振る舞いが多く観察される．
その要因の一つとして，タンパク質がその構造特性や時間応答性に非線形を有す
ることが挙げられる．そのため，タンパク質レベルでの秩序形成の仕組みを知る
ことは，生物の自己組織的な秩序形成のメカニズムを理解するために重要である
と考えられる．そこで，本研究では，タンパク質のメカノケミカルシステムの代
表的な例であるアクトミオシン系の運動を対象とした．
アクトミオシン系は筋収縮を担うタンパク質であるアクチンとミオシンとから
なる系であり，生物の運動を支える基本単位である．また，アクトミオシン系の
分子レベルの反応過程は，階層構造を有する筋肉の収縮の最小単位である．その
ため，アクトミオシン系の運動を詳細に調べることは，生物において「分子」の
階層から「繊維構造」の階層に渡る階層性と階層間の関係を構成論の観点から考
察することを可能にする．
アクトミオシン系の運動は，生体から分離精製されたアクチンとミオシンを用
いて生体外で再構成することができる [H15][Y1]．その実験系を再構成運動系と言
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う．再構成運動系では，スライドガラス上に固定されたミオシンの上を蛍光標識さ
れたアクチン繊維が滑り運動する様子を観察することができる．このアクチン繊
維の滑り運動に要するエネルギーは，ATP加水分解作用を有するミオシンによっ
て獲得される．すなわち，再構成運動系は，分子の階層で生じている化学反応の
結果を分子の集合体である繊維の運動として観察可能な系と言える．そして，再
構成運動系で観察されたアクチン繊維の滑り運動の分子レベルでのメカニズムは，
生体内での筋収縮の分子レベルのメカニズムに適用される．
アクチン繊維の滑り運動メカニズムは，一般にレバーアームモデル [U3]とルー
スカップリングモデル [Y3]で説明される．これらのモデルは，ATP加水分解に伴っ
てミオシンに構造ひずみが生じ，その構造ひずみの解消の過程でミオシンがアク
チン繊維を移動させることで運動が生じると説明する．レバーアームモデルでは
このミオシンの構造ひずみの解消過程が一回で生じるとされ，ルースカップリン
グモデルでは数回に分けられて生じるとされている．そのため，レバーアームモ
デルは化学反応と力学作用が一対一で共役することになるので，メカノケミカル
サイクルがタイトカップリングであると言われる．他方，ルースカップリングモ
デルは化学反応と力学作用が一対多となるので，メカノケミカルシステムがルー
スカップリングであると言われる．
その一方で，アクチン繊維の移動に必要なATP分解活性は，ミオシンとアクチ
ン繊維の相互作用によって現れる．つまり，アクチンの存在がミオシンのATP分
解能を調節している．また，レバーアームモデルとルースカップリングモデルで
はミオシンのATP加水分解に伴う構造ひずみに依存して運動が生じるにもかかわ
らず，アクチン繊維の滑り運動速度とミオシンのATP分解活性のATP濃度依存
性は一致しない [H1][K12]．つまり，ミオシンの ATP分解作用とアクチン繊維の
滑り運動の実現には，異なるメカニズムが存在する可能性が考えられる．
そこで，本研究では，アクチン繊維の滑り運動メカニズムついて，アクチン繊
維とミオシンとの作用の関係性および滑り運動に伴うアクチン繊維の様態の詳細
から，アクチン繊維の運動調節メカニズムをモデル化する．これにより，アクチ
ン繊維が単にレールとして機能するばかりでなく，その構造の非線形性と繊維構
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造の特性のためにアクチン繊維の滑り運動メカニズムに機能的に寄与する可能性
を示す．そして，アクチン繊維の運動調節のメカニズムから生物のメカノケミカ
ルシステムの自己組織的な秩序形成について論じる．
1.2 論文の構成
本論文は全 7章から構成される．第 2章では，筋タンパク質による運動とその計
測について述べる．まず，アクトミオシン系の基礎事項から一般モデルまでを概
説した後に，現行モデルで説明できない事柄と運動との関係を述べる．次に，ア
クトミオシン系の運動を詳細に調べるために必要となる新しい計測方法の開発の
背景となる事項を述べる．第 3章では，アクチン繊維の滑り運動メカニズム解明
に向けたアプローチを述べる．ここでは，第 2章で述べられたアクトミオシン系
の運動とその計測に関わる問題点から論点を絞る．第 4章では，実験方法につい
て，生化学実験に関わる事項，新しく開発された測定法，および得られた画像の
解析方法を述べる．第 5章では，実験結果について，アクチン繊維の高さの推定，
滑り運動しているアクチン繊維の形状変化，およびアクチン繊維とミオシンとの
相互作用に大別して述べる．また，それらの結果の評価を行う．第 6章では，第 5
章の実験結果に基づいてアクチン繊維滑り運動メカニズムについて論じると共に，
アクチン繊維の形状変化のモデル化を行う．また，アクチン繊維の滑り運動のメ
カニズムから，生物のメカノケミカルシステムの自己組織的な秩序形成メカニズ
ムについて考察する．加えて，自由度と可制御性を兼ね備えた情報処理システム
やロボットの設計に応用可能な生物の制御システムについて論じる．最後に，第 7
章では，第 1章の序論から第 6章の考察までの内容を簡素にまとめる．
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第2章 筋タンパク質による運動と
計測
2.1 筋タンパク質による運動
生物のメカノケミカルシステムの代表例であるアクトミオシン系は，筋収縮や
細胞運動，細胞内物質輸送など生物の重要な機能を支えている．特に筋収縮は，生
物の運動に重要な機能の一つである．そして，この筋収縮は機械と比べてスムー
スに生じると共に，高いエネルギー効率を示す．この筋収縮の運動のメカニズム
を知ることによって，自由度と可制御性を備えた生物の制御システムの理解する
一助を得る．本節では，まずアクトミオシン系の運動機構を説明するための基礎
となるアクトミオシン系の構成要素について概説する．次に，アクトミオシン系
の一般的な運動メカニズムであるレバーアームモデルとルースカップリングモデ
ルを詳説する．最後に，アクチン繊維の滑り運動に関するいくつかの知見から，一
般的に知られているアクトミオシン系の二つの運動メカニズムだけではアクチン
繊維の滑り運動を十分に説明できない点を指摘する．
2.1.1 筋収縮系
筋肉 (図 2.1.1)は，筋繊維の束で構成され，筋繊維は筋原繊維の束で構成されて
いる [A1][K2]．筋原繊維はサルコメアと呼ばれる構造単位が直列に配置された構
造を持ち，サルコメア構造は主にアクチン繊維とミオシン繊維とで構成されてい
る．サルコメアは，ミオシンのATP加水分解に伴って，アクチン繊維とミオシン
繊維とが互いに長さを変えることなく滑り込むように相対位置を変化させる滑り
運動によって収縮する．そのため，サルコメア構造が筋収縮の基本単位と考えら
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れ，筋収縮は多数のサルコメア構造の集積として生じる．アクチン繊維とミオシ
ン繊維との滑り運動は生体外で再構成できることが知られている [H15][Y1]．これ
は，ATPの化学結合エネルギーから力学エネルギーへのエネルギー変換がアクチ
ンとミオシンの二種類のタンパク質によって行われていることを示す．したがっ
て，筋収縮の分子レベルでの作用単位はアクトミオシン系であると言える．ここ
では，アクトミオシン系を構成するATP，アクチン，ミオシンについて概説する．
ATP
アデノシン三リン酸 (ATP)は，分子量約 600の低分子有機化合物であり，1分子
中に 2個の高エネルギーリン酸結合を含む (図 2.1.2)[O4]．溶液中で高エネルギー
リン酸結合は容易に切断されてアデノシン二リン酸 (Adenosin diphosphate: ADP)
とリン酸 (phosphate: Pi)に分解される．このときに生じる自由エネルギーは，熱
エネルギー kBTの約 20倍程度であると計算されている．この自由エネルギーは生
体のエネルギー代謝に関与しており，ATPは生体におけるエネルギー伝達体であ
ると言われている．
また，ATPの高エネルギーリン酸結合を容易に切断するためには，マグネシウ
ムやカルシウムなどの二価の陽イオンが必要となる．これらの二価の陽イオンは，
ATPの 2番目と 3番目のリン酸結合の構造にひずみを与える．その構造ひずみに
よる構造の不安定化がATPの高エネルギーリン酸結合の切断を容易にする．
アクチン
アクチン (図 2.1.3)は 375個のアミノ酸を含む 1本のポリペプチド鎖からなり，
分子量約 42,800，直径約 5.5 nmの構造異方性をもつ洋ナシ形のタンパク質である
[K1]．アクチンは生理的イオン強度下で長さ数マイクロメートルの繊維を形成し，
その構造は 75 nmのピッチをもつ二重らせん状重合体である．この重合体のアク
チン分子間は，静電的相互作用や疎水性相互作用，ファンデルワールス力などの
弱い相互作用で結合されている．そのため，アクチン繊維は外力に対して容易に
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切断される性質を持つ．また，モノマーアクチンとアクチン繊維とを区別するた
めに，モノマーアクチンはG-アクチン (globular actin; G-actin)，アクチン繊維は
F-アクチン (fibrous actin; F-actin)と呼ばれることもある．
Fujimeらは，アクチン繊維の曲がりやすさが同じ太さの針金の数十分の一程度
であることを示した．さらに，このアクチン繊維の曲がりやすさがヘビメロミオ
シン (HMM)の共存下で増大することが示された．また，Oosawaらは，アクチン
繊維が 0.8 %程度の伸縮性を持つことを示した．これらの実験事実は，アクチン繊
維が非常に柔軟な構造を持つことを示している．
ミオシン
ミオシン (図 2.1.4)は，分子量約 200,000の 2本の重鎖 (heavy chain)と分子量
約 20,000の 4本の軽鎖 (light chain)からなる分子量約 500,000，全長約 160 nmの
タンパク質である [R1]．ミオシンは，葉状の部分 (ヘッド)と長い棒状の部分 (ロッ
ド)をもつ．
ヘッドの大きさは，長さが約 20 nm，幅が約 7 nmである．ヘッドは 2つあり，
それぞれがATP分解活性 (ATPase活性)部位，アクチン結合部位，軽鎖結合部位
を持つ [R2]．また，ヘッドの ATPase活性部位とアクチン結合部位を含むドメイ
ンをモータードメイン，軽鎖結合部位を含むドメインを制御ドメイン (レバーアー
ム)と呼ぶ．
ロッドの大きさは，長さが約 140 nm，幅が約 2 nmである．ロッドとヘッドは，
キモトリプシンやパパインなどのタンパク質分解酵素でヘッドのATPase活性を維
持したままで切断することができる [K2]．特に，二価の陽イオン存在下でキモト
リプシンによりミオシンを消化すると，ロッドの中低部位が切断されてヘビメロ
ミオシン (Heavy Meromyosin: HMM)とライトメロミオシン (Light Meromyosin:
LMM)に分けられる．HMMは 2つのヘッドを持つミオシンと等価な ATPase活
性を保持し，LMMは繊維重合能のみを保持している．HMMはミオシンと同等の
ATP加水分解活性を持ちながらも，生理的条件と異なる条件で扱うことができる
ために生化学的計測に用いられることが多い [T3]．
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ミオシンは，ATPの高エネルギーリン酸結合を切断した後，ADPと Piとを保
持したミオシン-ADP・Pi中間体を形成する [T7]．ミオシンのATP加水分解速度
は，ミオシン-ADP・Pi中間体から Piが放出される段階が律速となっている．ミ
オシンとアクチンとの結合は，この律速段階を促進する [K2]．
ミオシンの酵素反応の各段階については現在も滑り運動モデルと合わせて様々
な説が提唱されて議論が続いている．主な運動モデルに，レバーアームモデルと
ルースカップリングモデルとがあり，次にこれらのモデルを詳説する．
2.1.2 レバーアームモデルとルースカップリングモデル
筋収縮の分子レベルでの運動モデルには，レバーアームモデルとルースカップ
リングモデルとがある．これらのモデルでは，ATP加水分解に伴ってミオシンに
構造ひずみが生じ，その構造ひずみの解消過程でミオシンがアクチン繊維を移動
させることで運動が生じると説明される．レバーアームモデルでは，このミオシ
ンの構造ひずみの解消過程が一回で生じるとされ，ルースカップリングモデルで
は数回に分けられて生じるとされている．そのため，レバーアームモデルは化学
反応と力学作用とが一対一で共役することになるので，メカノケミカルサイクル
がタイトカップリングであると言われる．他方，ルースカップリングモデルは化
学反応と力学作用とが一対多となるので，メカノケミカルシステムがルースカッ
プリングモデルであると言われる．ここでは，レバーアームモデルとルースカッ
プリングモデルとを詳説する．
レバーアームモデル
レバーアームモデル (図 2.1.5)は，首振りモデルに基づく滑り運動モデルであり，
現在，最も広く受け入れられている [A1]．レバーアームモデルの特徴は，ATP加
水分解とミオシンヘッドの構造変化が一対一で共役すること，一分子のATPの加
水分解に伴うアクチン繊維の変位がレバーアームの長さに依存することにある．
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首振りモデルは，A.F. HuxleyらとH.E. Huxleyにより提唱されたアクチン繊維
の滑り運動モデルの一つである [H17][H18][H19][H20][H21]．このモデルでは，アク
チン繊維と複数の角度で結合するモータードメインとバネのように伸縮するレバー
アームとが前提となっている．また，首振りモデルでは，ATPの加水分解エネル
ギーは方向性のある力を発生するための間接的な原因であると考えられた．ATP
の加水分解によって生じた自由エネルギーが熱エネルギーに変換され，その熱エ
ネルギーがバネのゆらぎに変換される．このエネルギー変換過程において，モー
タードメインが回転運動をしながらアクチンとの接触点を移動させ，バネである
レバーアームを伸ばしていくとした．ATPの加水分解とミオシン-アクチンの結合
解離は一対一で共役するとされたが，実験的な証拠は示されなかった．このよう
に，首振りモデルは，ミオシンヘッドが首を振るようにアクチン繊維を引き込む
ことで滑り運動が生じるとするモデルである．
レバーアームモデルは，棒状のレバーアームの角度が変化することによってミ
オシンが首を振るようにアクチン繊維を引き込むことで滑り運動が生じるとする
モデルである [U3]．首振り説からレバーアームモデルへの転換は，ATP加水分解
に伴うミオシンの構造変化が，モータードメインよりもレバーアームで顕著に確
認されたためである．また，ミオシン変位体を用いて，アクチン繊維の滑り運動
速度がレバーアームの長さに依存すること [S1]，レバーアームの回転方向に依存
してアクチン繊維の滑り運動方向が決まること [T6]が示された．これらの結果は，
アクチン繊維の滑り運動がミオシンの直接作用であることを示唆し，アクチン繊
維の滑り運動がレバーアームモデルで説明可能なことを支持する．
ルースカップリングモデル
Yanagidaらは，モータータンパク質の機能や特性を調べるために，一分子計測を
行った．特に，モータータンパク質の動き方や力発生について詳細に調べた．その
結果，アクチン繊維の滑り運動が首振りモデルでは説明しきれないことを示した．
光学顕微鏡を用いた一分子の力学測定には，ガラスニードルやレーザートラッ
プを用いる方法がある．ガラスニードルを用いた測定は装置がシンプルなので簡
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単に行うことができる．また，ガラスニードルの太さや長さを調節することで，時
間分解能を 1 msまで高めることができる．さらに，レーザートラップを用いた測
定は時間分解能を 0.1 msまで高めることができる．装置は複雑であるが，簡単な
操作で測定することができる [Y4][I4][F3]．
ガラスニードルを用いてアクチン繊維の破断力の計測によって，アクチン繊維
の分子間の結合力が約 400 pNであることが示された [K8]．このアクチン繊維の強
度は，筋肉の最大張力発生時に一本の繊維にかかる強度の平均値とほぼ一致した．
この破断力計測は，蛍光標識したアクチン繊維の一端を蛍光顕微鏡下でマイクロ
マニピュレーターに連結したガラスニードルに吸着させ，もう一端を硬いニード
ルに結合させて引っ張ることで計測された．
ミオシン一分子の力と変位，およびその関係性が測定された [F2][T2][T5][Y2][I3]．
ガラスビーズにアクチン繊維を吸着させ，ミオシン繊維に近づけて相互作用させ
て力を測定した．その結果，ミオシン分子がアクチン繊維との結合，力発生，解
離によって 5.9 pNの力を発生していることが示された．また，正常なミオシン分
子を 1個しか含まないミオシン繊維とアクチン繊維とを相互作用させて，ミオシ
ン一分子で生じる力と変位を測定した．その結果，ミオシン分子が約 5 pNの力を
発生していること，ATP一分子の分解でミオシンヘッドが約 20 nm変位すること
を示した．さらに，ミオシンとADPの解離の時間的タイミングがマイナス 1秒か
らプラス 1秒の幅を持っていることが示された．
首振りモデルは，ATP分解と変位発生は一対一で対応し，変位発生が化学状態
の遷移であると仮定している．しかし，ミオシンとADPの解離の時間的タイミン
グが幅を持っていることは，力学発生と化学状態が一対一で共役しない可能性を
示している．ATP分解と変位発生が 1対 1共役する結合状態をタイトカップリン
グ (tight coupling)という．一方で，ATP分解と変位発生が 1対 1共役しない結合
状態をルースカップリング (loose coupling)という．柳田らは，アクトミオシンの
運動機構について，タンパク質が化学エネルギーを分子内に貯め，状況に応じて
エネルギー放出するタイミングを調節できるメカニズムで説明した．このモデル
では，タンパク質が複数の準安定構造を持つことが前提となる．また，このモデ
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ルは，首振りモデルおよびレバーアームモデルがタイトカップリングであるのに
対して，ルースカップリングモデル (図 2.1.6)と呼ばれている [O3][H2][Y3]．
2.1.3 アクチン繊維の滑り運動とミオシンとの相互作用
筋収縮は，一般にレバーアームモデルやルースカップリングモデルで説明され
るように，ATP加水分解によって生じるミオシンの構造ひずみの解消の過程でア
クチン繊維が滑り運動することによって生じると考えられている．この滑り運動
の過程を詳細に調べるために，アクチン繊維の滑り運動を生体外で観察すること
ができる再構成運動系が開発された [Y1][H15][K12]．再構成運動系は，筋肉から分
離・精製されたタンパク質をスライドガラス上で再構成し，そこで生じる現象を
顕微鏡下で観察する方法である．このとき，光学顕微鏡の分解能以下のサイズで
あるタンパク質を蛍光標識することで，蛍光顕微鏡を用いてタンパク質を間接的
に観察する．
Yanagida らは，再構成運動系でアクチン繊維がミオシンのATP 加水分解のエ
ネルギーを受けて屈曲することを示した．また，スライドガラス上に固定された
ミオシンの上をアクチン繊維が滑り運動することを示した．現在，この再構成運
動系によるアクチン繊維の滑り運動の観察は，ミオシンの活性やアクチン繊維の
滑り運動速度の計測だけでなくアクチン繊維の滑り運動メカニズムを解明するた
めの方法の一つとして多く利用されている．
再構成運動系で滑り運動するアクチン繊維は，ミオシン分子上を方向転換や変
形を伴いながら運動することが知られている．また，アクチン繊維の滑り運動速
度がアクチン繊維の長さに依らず一定であることが知られている [S2]．しかしなが
ら，これはアクチン繊維の長さが 2～3 µmよりも長い場合に限られる．アクチン
繊維がそれよりも短い場合には，アクチン繊維の長さの減少に伴ってその滑り運
動速度も減少する [U1]．加えて，ATP濃度の増大に伴ってアクチン繊維の滑り運
動速度が増大するが，その増大に先行してミオシンのATP分解活性が増大するこ
とが示されている [H1]．これは，ミオシンのATP加水分解が直接アクチン繊維の
17
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図 2.1.1 筋肉の階層構造
Figure 2.1.1 A hyerarcy structure of muscle
筋肉は，筋繊維の束で構成され，筋繊維は筋原繊維の束で構成されている．筋原繊維はサルコメ
アと呼ばれる構造単位が直列に配置された構造を持ち，サルコメア構造は主にアクチン繊維とミオ
シン繊維とで構成されている．
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図 2.1.2 ATPの分子構造
Figure 2.1.2 A molecular structure of ATP
ATPは，糖のリボースに N-グリコシド結合によりプリン塩基であるアデニンが結合したアデノ
シンを基本構造とする．アデノシンのリボースの 5’-ヒドロキシル基にリン酸エステル結合により
リン酸基が結合し，さらにリン酸無水結合により 2分子のリン酸基が結合している．このリン酸基
間の結合の切断によりエネルギーが放出される．
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図 2.1.3 アクチン繊維の構造
Figure 2.1.3 A structure of an actin filament
アクチンは 375個のアミノ酸を含む 1本のポリペプチド鎖からなり，分子量約 42,800，直径約 5.5
nmの構造異方性をもつ洋ナシ形のタンパク質である．このアクチンが静電的相互作用により結合
し，二重螺旋構造をとったものがアクチン繊維である．
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図 2.1.4 ミオシンの分子構造
Figure 2.1.4 A molecular structure of myosin
ミオシンは，分子量約 200,000の 2本の重鎖 (heavy chain)と分子量約 20,000の 4本の軽鎖 (light
chain)からなる分子量約 500,000，全長約 160 nmのタンパク質である．ミオシンは，葉状の部分
(ヘッド)と長い棒状の部分 (ロッド)をもつ．ヘッドの大きさは，長さが約 20 nm，幅が約 7 nmで
ある．ヘッドは 2つあり，それぞれが ATP分解活性 (ATPase活性)部位，アクチン結合部位，軽
鎖結合部位を持つ．
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図 2.1.5 レバーアームモデル
Figure 2.1.5 A lever arm model
レバーアーム説は，ミオシンのATP加水分解に伴う棒状のレバーアームの角度変化によって，ミ
オシンが首を振るようにアクチン繊維を引き込むことでアクチン繊維の滑り運動が生じるとするモ
デルである．
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図 2.1.6 ルースカップリングモデル
Figure 2.1.6 A loose coupling model
ルースカップリングモデルは，ミオシンの内部に蓄えられたATP分解エネルギーを少しずつ放出
しながら，ミオシンがアクチン繊維に沿って移動することで滑り運動が生じるとするモデルである．
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運動に変換されるのではなく，何らかの段階を経て変換される可能性を示唆する．
Hatoriらは，再構成運動系で滑り運動するアクチン繊維に沿ってミオシン分子
間の協調が生じることで，アクチン繊維の滑らかな運動が生じている可能性を示
唆した [H7][H8][H9][H10][H11][H12]．これは，アクチン繊維の進行方向に対して垂
直な方向を横方向としたときに，アクチン繊維の横方向揺らぎがATP分解活性と
同様に滑り運動速度の増大に先行して増大することから示された．この結果から，
アクチン繊維の横方向揺らぎが滑り運動速度の増大に伴って引き起こされるので
はなく，むしろアクチン繊維の横方向揺らぎの増大に伴って滑り運動速度の増大
が引き起こされることが示唆された．さらに，アクチン繊維の横方向揺らぎの時
間相関解析から，アクチン繊維の横方向揺らぎが進行方向とは反対の方向に伝播
することが示された．また，まだら状に蛍光標識されたアクチン繊維の滑り運動
の加速度の時間変化について，遅れ時間を伴って正の相関が見られることが示さ
れた．これらの結果から，アクチン繊維に沿って何らかのシグナルが伝播するこ
とによって，アクチン繊維の方向性のある運動が生じる可能性が示唆された．
Honda らは，滑り運動しているまだら標識アクチン繊維の蛍光標識部位間の距
離から，滑り運動しているアクチン繊維の歪曲について調べた [H16]．その結果，
滑り運動しているアクチン繊維の蛍光標識部位間の距離は，低ATP 濃度でゆっく
りと運動している場合には小さく，高ATP 濃度で速く運動している場合には大き
いことが示された．これらの結果から，滑り運動しているアクチン繊維の歪曲が
滑り運動速度の増大に伴って伸縮性の歪みから伸張性の歪みに変化することが示
された．アクチン繊維の滑り運動速度は 1 本のアクチン繊維の中でも違いがある
ため，この結果は滑り運動している 1 本のアクチン繊維の中で伸縮性の歪みと伸
張性の歪みの両方を生じている可能性を含む．また，伸縮性の歪みはガラス面と
平行な面だけでなくガラス面と垂直な方向へも生じる可能性を含む．
Shimo らは，滑り運動しているアクチン繊維は，その運動速度に応じて繊維の
硬さを変化させている可能性を示唆した [S3]．これは，滑り運動しているまだら
標識アクチン繊維の蛍光標識部位間の加速度の変化の相関距離を求めた結果，ア
クチン繊維の運動速度が速い場合には相関距離は短く，アクチン繊維の運動速度
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が遅い場合には相関距離が長いことが示されたためである．ここで，相関距離は
アクチン繊維の硬さに相当すると考えられるので，相関距離が短いことはアクチ
ン繊維が硬いと考えられる．
Katayamaは，再構成運動系で滑り運動するアクチン繊維を急速凍結法により停
止させ，滑り運動しているアクチン繊維とミオシンとの作用をクライオ電子顕微
鏡により直接観察した [K6]．その結果，アクチン繊維とミオシンとの作用が空間
的に間欠しており，さらにミオシンヘッドの角度がレバーアームモデルで説明さ
れるものよりも小さいことを示した．
加えて，アクチン繊維の滑り運動には，水分子の運動が寄与している可能性が
示唆されている．タンパク質は，溶液中で常にタンパク質の周囲の水分子の作用
を受けて振動している．このタンパク質の周囲の水分子は特殊な結合様態を取っ
ており，バルクの水分子とは区別される．Szent-Gyorgyiは，アクトミオシンの水
溶液にATPを添加すると，超沈殿と呼ばれるアクトミオシンの凝集現象が生じる
ことを示した [S9][S10]．また，97 %の水分を保持するアクトミオシン糸にATPを
添加すると，急速に脱水を起こして収縮する現象を発見した．これらによって，ア
クトミオシン系の運動に水分子が深く関与していることを指摘した．
Kodamaは，ミオシンヘッド内でのATP加水分解の各ステップについて，熱的
測定からミオシンヘッドの表面の疎水性が大きく変化していることを示した [K10]．
これにより，水和水がタンパク質の構造変化と協同的に変化する可能性を示唆し
た．また，Katohらは，アクチン繊維とミオシンとの結合に伴うエンタルピー変
化とエントロピー変化の測定から，ミオシンのATP加水分解の過程において分子
間力の中心的作用が疎水性相互作用であることを示した [K7]．
Suzukiらは，マイクロ波誘電緩和法を用いてアクチン繊維の水和層の水の回転
運動特性を調べ，アクチン繊維にミオシンが結合すると，アクトミオシンの周囲に
自由水よりも運動性の高い水分子であるハイパーモバイル水が存在することを示
した [S5][S7][S8][Y5]．他方，アクチン繊維とミオシンのそれぞれの周囲にはバル
ク水よりも動きにくい水和層が存在するだけで，ハイパーモバイル水が存在しな
いことを示した．これらの結果から，アクチン周りの水の性質変化が結合したミ
25
Doctor’s Thesis at Future University Hakodate, 2011 Itsuki KUNITA
オシンヘッドによるATP加水分解反応に連動したアクチン繊維の構造変化によっ
て誘起されるならば，アクチン繊維に沿って水の粘性や粒子の拡散係数の異なる
領域がミオシンヘッド近傍の領域に生じる可能性を示唆した．そして，アクチン
とミオシンの構造異方性からその領域に異方性が生じるならば，ミオシンヘッド
が粘度の低いすなわち拡散係数の大きい方向に移動する可能性がある．
このようなアクトミオシン系と水分子との関連は，アクチン繊維の滑り運動が
ミオシンの構造ひずみの解消というシンプルな力学過程だけでは説明できないこ
とを示唆する．そのため，アクチン繊維の滑り運動メカニズムの解明には，レバー
アームモデルやルースカップリングモデルにアクチン繊維の寄与を考慮した新た
なモデルの提案が必要となる．
2.2 タンパク質の運動の計測
2.2.1 タンパク質の観察および可視化
生物の分子レベルの作用メカニズムは，主に化学的な計測で得られた事実と顕
微鏡観察によって得られた構造との関係から説明されてきた．加えて，近年では，
細胞内での化学反応場の特定と化学反応の進行とを同時かつリアルタイムに計測
することによって，分子レベルの作用メカニズムを直接的に解明する試みがなさ
れている．また，対象の形状や化学反応場の位置をより明確にするために，対象
を立体で捉える試みがなされている．そこでは，計測目的や計測対象に合わせた
様々な顕微鏡やビデオカメラが開発・改良されてきた．
生物学においてタンパク質は，筋収縮や細胞運動だけでなく生物の細胞や細胞
小器官の機能発現の物質的基盤である．そのため，細胞内でのタンパク質の局在
や素反応過程の解明のために，顕微鏡観察も同時に行われてきた．しかしながら，
タンパク質は光学顕微鏡の空間分解能よりも小さいために，特殊な顕微鏡でなけ
れば観察することができない．本節では，タンパク質の観察に用いられる電子顕
微鏡，蛍光顕微鏡，全反射型蛍光顕微鏡，共焦点レーザー顕微鏡，原子間力顕微
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鏡を概説する [S6]．
電子顕微鏡
電子顕微鏡は，電子線を用いることでナノスケールの高い空間分解能で対象を
観察することができる顕微鏡である．また，電子顕微鏡には大きく分けて透過型
電子顕微鏡と走査型電子顕微鏡とがある．透過型電子顕微鏡は，試料を透過した
電子をレンズで拡大して透過像を形成する．この型は，空間分解能が非常に高く，
微細構造の観察に有効である．他方，走査型電子顕微鏡は，電子線を当てられた試
料表面から生じる二次電子もしくは反射電子を使用して像を形成する．この型は，
対象を立体的に捉えることができるので，試料の表面構造の観察に有効である．
しかしながら，電子顕微鏡は高い空間分解能を得るために，真空で観察しなけ
ればならないという制約が生じる．そのため，水溶液中で機能しているタンパク
質の動的な情報を得ることはできない．タンパク質の動的な情報を得るためには，
タンパク質の動的過程の各段階の観察を繰り返す必要がある．そこで，試料を可
能な限り生体に近い状態で観察できるクライオ電子顕微鏡が開発された．この方
法は，試料の観察に加えて，取得した観察情報の解析によってコンピュータ上に
観察試料の構造の詳細を構築するものである．これによって，タンパク質の動的
な機能構造を高分解能解析できるようになった．それでもなお，タンパク質の機
能に制約が生じるために，高い時間分解能でタンパク質の動的な情報を得ること
は難しい．
蛍光顕微鏡および全反射型蛍光顕微鏡
蛍光顕微鏡と全反射型蛍光顕微鏡は，蛍光物質を用いることで間接的にタンパ
ク質の動態を観察することができる顕微鏡である．タンパク質の大きさは光学顕
微鏡の空間分解能よりも小さいために，光学顕微鏡を用いて観察することはでき
ない．また，電子顕微鏡は観察条件の制約が強く，水溶液中で機能しているタン
パク質の動態を捉えることは難しい．そこで，蛍光標識されたタンパク質や蛍光
27
Doctor’s Thesis at Future University Hakodate, 2011 Itsuki KUNITA
指示薬などを顕微鏡観察することで，その蛍光画像からタンパク質を間接的に観
察する．このとき，蛍光物質から放出される光は微弱なため，蛍光画像を取得す
る場合には高感度カメラやイメージインテンシファイアが使用される．
蛍光顕微鏡は，観察視野にある全ての蛍光物質を励起する．そのため，細胞内
でのタンパク質の有無や局在，蛍光指示薬を用いた化学物質の濃度検出などに有
効な観察方法である．他方，全反射型蛍光顕微鏡は，観察視野の中でも投射光の
全反射面から数百 nmの領域のみにある蛍光物質を励起することができる．そのた
め，一分子レベルでのタンパク質の素反応や位置の特定に有効な観察方法である．
そのようにタンパク質の動的な情報を得ることに有効な特性を持つ一方で，蛍光
顕微鏡および全反射型蛍光顕微鏡の観察は平面的な情報のみに限定され立体的な
情報が得られない特性も有する．そのため，タンパク質の立体的な動きを捉える
ためには，別の改良を加えた顕微鏡や測定方法の工夫が必要となる．
共焦点レーザー顕微鏡
共焦点レーザー顕微鏡は，レーザーの焦点面の蛍光の空間分布を観察すること
が可能な顕微鏡である．このレーザー焦点面の切片画像を組み合わせることで，対
象の三次元空間の構造や物質の分布を調べることもできる．そのため，細胞の微
細構造の変化やタンパク質の局在，タンパク質の細胞内での位置変化を調べるこ
とに適している．しかしながら，レーザー焦点面の走査速度が遅いために，速い
反応や位置変化を調べることには適さない．
原子間力顕微鏡
原子間力顕微鏡は，プローブで試料表面を走査することによって，試料表面の凹凸
像を原子レベルで捉えることが可能な顕微鏡である．この原子間力顕微鏡は，光
学顕微鏡に比べた高い空間分解能を有する顕微鏡であるが，染色や固定などの必
要が無く水溶液中でも観察できる点に特徴がある．つまり，電子顕微鏡では観察す
ることが難しい溶液中でのタンパク質の状態を調べることができる．一方で，試
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料表面を直接操作する方法であるために，試料の内部の状態を知ることはできな
い．また，試料の走査に時間がかかるために時間分解能が低く，速い変化を計測
することは難しい．そのため，現在では，試料表面をビデオレートと同程度の速
度で走査可能な高速原子間力顕微鏡が開発されている．
2.2.2 一分子イメージング
タンパク質の機能を明らかにするためには，直接観察によるタンパク質の一分
子レベルでの作用メカニズムを明らかにすることが重要なことの一つである．そ
のため，近年，エバネッセント照明を用いて一分子の蛍光物質を水溶液中で直接
観察する技術が開発された [A2][A3]．このエバネッセント照明を用いて蛍光物質
を観察するための顕微鏡が全反射型蛍光顕微鏡である．
タンパク質は光学顕微鏡の空間分解能よりも小さな分子である．そのため，タ
ンパク質に標識された蛍光物質を蛍光顕微鏡を用いて観察することで，間接的に
タンパク質を観察することになる．このとき，蛍光顕微鏡は視野の全てに存在す
る蛍光物質を励起するために，視野全体が明るく一分子レベルの蛍光を検出する
ことは難しい．そこで，スライドガラスと水溶液の界面近傍の数百 nmの領域に
ある蛍光物質のみを励起するエバネッセント照明が開発された．この照明方法を
用いることで，一分子の蛍光物質をイメージングすることが可能となった．また，
顕微鏡像の取得は光学顕微鏡や蛍光顕微鏡と同様にCCDカメラで行うので，顕微
鏡像取得の時間分解能はビデオレートと同じになる．
Yanagidaらは，エバネッセント照明を用いた一分子イメージング技術を使って，
ミオシン一分子がATP一分子を結合解離する様子を直接観察した [F2][F3][Y3][T2]．
この実験系では，ATPに蛍光物質であるCy3を結合させたCy3-ATPを観察対象
とした．Cy3-ATPは溶液中でブラウン運動している間は観察されないが，ガラス
面に固定されたミオシンヘッドに結合すると観察することができる．そして，ミ
オシンヘッドが ATPを加水分解して解離すると再び観察されなくなる．つまり，
ミオシンヘッドがATPを結合している間のみ，ATPの蛍光が観察されることとな
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る．このミオシンとATPとの結合から解離までの時間を計測した結果，溶液中で
測定されるミオシンのATP分解活性とほぼ一致した．この測定法では，ミオシン
のATP加水分解過程について中間状態を知ることはできないが，ミオシンがATP
を分解したことおよびそのタイミングを明らかにすることができる．
Yanagidaらは，この一分子イメージング技術にレーザートラップなどの分子操
作やナノメートル計測技術を組み合わせることで，ミオシン一分子のATP加水分
解と力学反応とを同時計測した．具体的には，マイクロプローブの先端に固定さ
れたミオシンヘッドがATP加水分解に伴ってガラス面上に固定されたアクチン繊
維上を移動する様子が観察された．その結果，ミオシンヘッドがATP一分子の分
解で 20～30 nmの大きな変位を生じることが示された．また，その変位発生のタ
イミングは，ミオシンからADPが解離された時刻を基準にして±1秒の幅を持っ
ていた．これは，力発生と化学状態とが必ずしも一対一で共役していないことを
示す．
このように，一分子イメージング技術やナノメートル計測技術によって，ミオ
シンのATP加水分解過程を一分子レベルで観察することが可能になった．これら
の技術はアクトミオシン系の運動だけでなく，ダイニン-チューブリン系などの他
の分子モーターの運動計測にも用いられている．
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第3章 アクチン繊維の滑り運動メカ
ニズム解明へのアプローチ
本研究は，生物のメカノケミカルシステムの自己組織的な秩序形成のメカニズ
ムを理解するために，筋収縮を担うタンパク質であるアクチンとミオシンとの相
互作用によって生じる滑り運動のメカニズムを明らかにすることを目的とした．特
に，アクチン繊維の運動への機能的な寄与を考慮することによって，アクチン繊
維の滑り運動メカニズムを明らかにすることを試みた．
一般に，アクチン繊維の滑り運動メカニズムにおいては，ATPからエネルギー
を取り出す機能を持つミオシンを主に考えられる．そのため，ミオシンの一分子
レベルでの素反応過程について，多くの研究がなされてきた．しかしながら，ア
クチン繊維はミオシンよりもはるかに大きく，一分子のミオシンの働きだけでは
アクチン繊維の運動を実現することは難しいと考えられる．そこで，1本のアクチ
ン繊維に作用する複数のミオシン分子間の作用の協調の仕組みを知ることが必要
となる．つまり，アクチン繊維の滑り運動を分子論の観点のみでなく，システム
論の観点を取り入れて理解することが必要となる．
そこで，本研究では，アクチン繊維の滑り運動をシステム論の観点から捉える
ことを試みた．このとき，複雑系科学の分野で取られる構成論的アプローチを用
いたモデル構築と実験との両面から現象を捉えた．これにより，アクチン繊維の
滑り運動メカニズムがエネルギー媒体であるミオシンのみに依存して生じるので
はなく，アクチン繊維がミオシンの作用を調節することでスムースな運動が実現
される可能性を示唆する．また，アクチン繊維の滑り運動では，個々の分子の作
用から生じた運動が運動の継続に関わると言うフィードバックが生じる．この系
と系の構成要素との循環関係が運動に重要であることを示唆する．これらは，工
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学やシステム情報科学の分野において，生物のような自由度と可制御性を有する
システムの設計に有益な示唆を与え得る．
本章では，本研究の目的である滑り運動メカニズム解明のために明らかにする
事項とそのために必要な測定および解析方法の指針を述べる．
3.1 アクチン繊維のと運動との関係性の抽出
アクチン繊維の滑り運動は，ATP加水分解エネルギーによって生じたミオシン
の構造ひずみが解消される過程で，アクチン繊維がミオシンと作用することに起
因する．一般的に知られているレバーアームモデルとルースカップリングモデル
では，ATP加水分解に伴うミオシンの構造ひずみの解消に伴ってアクチン繊維が
運動すると説明している．しかしながら，前章で述べられたように，再構成運動
系におけるアクチン繊維の滑り運動の検証やアクチン繊維と水分子との関係性か
ら，アクチン繊維が滑り運動に機能的に寄与する可能性が示唆されている．
ここで，アクチン繊維が滑り運動に機能的に寄与するならば，アクチン繊維の
滑り運動メカニズムはレバーアームモデルとルースカップリングモデルで説明さ
れるようなミオシンの構造ひずみに依存した運動に留まらない．つまり，アクチ
ン繊維とミオシンとの作用によって，ミオシンの構造ひずみがアクチン繊維の構
造ひずみに移行され，アクチン繊維自体がエネルギーを利用して何らかの変化を
生じる可能性がある．そこで，アクチン繊維の滑り運動メカニズムにおいてアク
チン繊維が運動に機能的に寄与することを仮定して，ミオシンとの作用の後で生
じたアクチン繊維の変化の詳細を調べることとした．このとき，アクチン繊維と
ミオシンとの作用位置を明らかにすることが必要となる．
また，再構成運動系で滑り運動しているアクチン繊維がアクチン繊維の短軸方
向に揺らぐことや，繊維の硬さが運動中に変化することが示唆されている．その
ため，滑り運動に伴うアクチン繊維の形状変化の詳細に，アクチン繊維の滑り運
動メカニズムを明らかにするための情報が内包されている可能性が考えられる．
そこで，本研究では，アクチン繊維の滑り運動について新たな知見を得るため
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に，次節で述べられるアクチン繊維の三次元位置を推定するための測定方法の開
発，および次々節で述べられるアクチン繊維の形状評価方法の導入を行った．
3.2 アクチン繊維の三次元位置推定方法の開発
アクチン繊維とミオシンとの作用位置をアクチン繊維のみから推定するために，
アクチン繊維の三次元位置推定のための新しい測定方法を開発した．これは，滑
り運動しているアクチン繊維がミオシンとの作用時のみミオシンヘッド近傍で運
動するとの考えに基づく．
アクチン繊維の三次元の位置変化を捉えるためには，通常の蛍光顕微鏡を用い
た観察で得られる二次元の位置情報に加えて，ガラス面に垂直な方向である高さ
方向の情報が必要となる．そのため，蛍光標識されたアクチン繊維の観察を全反
射型顕微鏡を用いて行った．
全反射型顕微鏡では，投射光の全反射面から数百 nmの領域に生じるエバネッセ
ント場で蛍光物質を励起することによりタンパク質を間接的に観察することがで
きる．このエバネッセント場は，本節の最後に詳説するように，投射光の全反射
面から離れるにしたがってその強度が指数関数的に減衰する特性を持つ．したがっ
て，エバネッセント場にある蛍光物質の蛍光輝度は，投射光の全反射面から離れ
るにしたがって指数関数的に減衰することとなる．つまり，蛍光輝度を用いるこ
とによって，投射光の全反射面からの距離を推定することが可能となる．
実際に，Ishiiらは，ナノプローブに結合させた蛍光標識ミオシンを用いて，そ
の蛍光輝度が指数関数的に減衰することを示した [I2]．しかしながら，一分子の蛍
光物質の観察では，その輝度が低いこと，ブリンキングが生ずること，エバネッ
セント場の偏波の影響を受けやすいことから蛍光輝度を安定して取得することが
難しい．そこで，本研究では，250～350個の蛍光物質からなる蛍光団の平均化さ
れた蛍光輝度を捉えることとした．
また，蛍光顕微鏡を用いた蛍光測定では，蛍光物質が熱運動によって揺らいで
いるために，顕微鏡像で見られる蛍光輝度は二次元ガウス分布を示す．そのため，
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蛍光輝度の二次元ガウス分布の平均値が蛍光物質の位置となる．この測定の分解
能は，およそ 5 nmであることが知られている [G1]．つまり，蛍光顕微鏡による観
察と顕微鏡像の画像解析とを組み合わせることによって，光学顕微鏡および取得
画像の分解能を超えた測定が可能となる．加えて，蛍光物質の蛍光輝度もまた，蛍
光輝度の二次元ガウス分布から求めることができる．本研究では，その二次元ガ
ウス分布から平面における位置を推定するとともに，その位置での蛍光輝度を推
定した．全反射型顕微鏡を用いた蛍光物質の測定では，この蛍光輝度がガラス面
からの距離に依存するために，アクチン繊維のガラス面からの距離を推定するこ
とが可能となる．
本研究では，計測から得られる蛍光団の輝度とガラス面からの距離との関係が
理論値と同様の関係を持つことを明らかにすることで，全反射照明を用いた高さ
の推定が可能であることを示す．そして，この高さの推定方法を使用して，アク
チン繊維の三次元位置の時間変化を計測した．
エバネッセント場の理論
エバネッセント場は，屈折率の異なる物質の界面に生じる．光が入射角 θ1で屈
折率 nhの物質に入射すると，屈折角 θ2で屈折率 nlの物質を透過して残りは反射
する．このとき，入射角と屈折角には以下の式に示すスネルの法則が成立する．
nh sin θ1 = nl sin θ2
ここで，nh > nlのとき，θ2 > θ1となる．さらに，θ2 < 90°なので，スネルの法
則を満たす最大入射角 θcは以下となる．
sin θc =
nl
nh
このスネルの法則を満たす最大入射角 θc を臨界角と呼ぶ．入射角が臨界角以上
(θc < θ1 < 90°)で入射光は全て反射するので，この現象を全反射という．全反射
が生じている場合には透過光は存在しないが，数学的にはスネルの法則から入射
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角と屈折角について以下の関係式を導くことができる．
sin θ2 =
nh
nl
sin θ1
sin θ2 =
1
n
sin θ1
ここで，相対屈折率を n ≡ nl/nhと置いた．この関係式を変形すると，入射角と
屈折角について以下の関係式を得る．
cos2 θ2 = 1− sin2 θ2
cos2 θ2 = −( 1
n2
sin2 θ1 − 1)
cos θ2 = ±i
√
1
n2
sin2 θ1 − 1
このとき，入射光が全反射されるにも関わらず，屈折率 nlの物質に光が入り込む
とする．その場合の電場ベクトルの大きさは以下となる．
E(x, z) = I0exp{−iωt+ ik2(x sin θ2 + z cos θ2)}
ここで，I0は z = 0での場の強度，ω(= 2piν)は角周波数，k2(= 2pi/λ)は屈折率
n2の物質中の光の波数である．この式にスネルの法則と先に導出した入射角と屈
折角の関係式を代入すると, 以下の関係式を得る．
E(x, z) = I0exp{−iωt+ ik2(x
n
sin θ1 ± iz
√
1
n2
sin2 θ1 − 1)}
ここで，右辺の±のうち−は |E(x, z)|が発散してしまうので破棄すると，電場ベ
クトルの大きさは以下となる．
E(x, z) = I0exp{−iωt+ ik2x
n
sin θ1}exp{−k2z
√
1
n2
sin2 θ1 − 1)}
この場に発生する光をエバネッセント光という．さらに，実数値のみが測定可能
なので電場ベクトルの大きさは以下のようになる．
|E(x, z)| = I0exp{−2k2z
√
1
n2
sin2 θ1 − 1}
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この式によると，|E(x, z)|の値は zの増大とともに減少することになる．ここで，
エバネッセント光がしみ出す領域の指標として，輝度が全反射面の輝度の 1/eと
なるしみ出し長Λを定義する．
Λ ≡ 1
k2
√
1
n2
sin2 θ1 − 1
以上の理論を本研究での測定に適用すると，アクチン繊維の高さは，スライド
ガラスの屈折率 (nh)，溶液の屈折率 (nl)，レーザー光の波長 (λ)，レーザー光の入
射角 (θ)，全反射が生じる界面での蛍光輝度 (I0)，観察された蛍光標識アクチン繊
維の輝度 (E(x, z))に依存することがわかる．
3.3 アクチン繊維の形状評価方法の提案
再構成運動系で滑り運動するアクチン繊維は滑り運動速度だけでなく，運動に
伴う形状変化を観察することができる．それにもかかわらず，アクチン繊維の形
状変化の詳細について調べられていることは少ない [G2][H4][H5][H6][O6]．それに
は主に二つの理由があると考えられる．その一つは，アクチン繊維の滑り運動が
ATP加水分解に伴う構造変化等のミオシンに依存して生じると考えられている点
である．もう一つは，アクチン繊維の形状解析のためには画像解析の手法を必要
とする点である．生物学の分野では，一般に市販されているもしくは公開されて
いるソフトウェアを使用して画像解析を行うために，顕微鏡像から得られる情報
に制約が生じる．そこで，本研究では，アクチン繊維の骨格形状を画像解析によっ
て抽出することにより，アクチン繊維の運動に伴う変化の詳細を明らかにする．
蛍光顕微鏡で観察される蛍光物質は，熱運動しているために実際の大きさより
も大きく観察される．アクチン繊維の場合には，アクチン繊維の短軸方向の太さ
が 8 nm程度であるにも関わらず，顕微鏡像では数百 nm程度の太さとして観察さ
れる．そのために，アクチン繊維の骨格形状を明らかにするためには，アクチン
繊維に細線化処理を施すことによって線状化する必要がある．これにより，顕微
鏡像の解像度と同程度の 40 nmの空間分解能でアクチン繊維の骨格形状を調べる
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ことができる．
また，時間と共に変化するアクチン繊維の骨格形状の詳細を検討するために，骨
格形状の時間変化をキモグラフで可視化した．キモグラフは，生理学などで筋肉
の収縮や心臓の拍動のような波動運動の記録法である．本研究では，アクチン繊
維の特定の部位での屈曲角度の変化を波動運動と考えてキモグラフによる波動運
動の表示法を応用した．また，屈曲角度の変化を色の濃淡で表現することで，ア
クチン繊維の全ての部位での屈曲角度を同時に可視化することとした．これによ
り，アクチン繊維に沿って生じる屈曲の時間変化を検証することが可能になる．
このアクチン繊維の形状変化をキモグラフを応用して可視化する方法は，顕微
鏡像の取得技術と画像解析の一般手法とを組み合わせることで実現される．
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第4章 実験方法
4.1 試薬
実験には，以下の試薬を用いた．塩化ナトリウム，塩化カルシウム (CaCl2)，塩
酸 (HCl)，炭酸水素ナトリウム (NaHCO3)，グリシンは和光純薬の試薬特級を用い
た．(±)-ジチオトレイトール (DTT)は和光純薬の SH基酸化防止用を用いた．カ
タラーゼ (catalase, from Bovine Liver)，グルコースオキシダーゼ (glucose oxidase,
from Aspergillus niger)，ベンジルスルホニル=フルオリド (PMSF)は和光純薬の生
化学用を用いた．塩化カリウム (KCl)，塩化マグネシウム (MgCl2)，水酸化カリウ
ム (KOH)，リン酸水素二カリウム (K2HPO4)，リン酸二水素カリウム (KH2PO4)，
酢酸イソアミル，D(+)-グルコース (glucose)，エタノール (EtOH)，アセトン，酢
酸，メタノール，グリセリンは関東化学の試薬特級を用いた．シリカゲルは関東
化学を用いた．イミダゾール (imidazole)は関東化学の生化学用を用いた．エチ
レンジアミン四酢酸 2カリウム塩 (EDTA・2K)，エチレンジアミン四酢酸 2ナ
トリウム塩 (EDTA・2Na)，グリコールエーテルジアミン四酢酸は同仁化学社製
を用いた．コロジオン (5%)はナカライテスクの試薬特級を用いた．アクリルア
ミド，N,N’-メチレンビスアクリルアミド，N,N,N’,N’-テトラメチルエチレンジア
ミンはナカライの電気泳動用特性試薬を用いた．ラウリル硫酸ナトリウムはナカ
ライの難溶性蛋白質研究用特性試薬を用いた．2-メルカプトエタノール (β-Me)，
Coomassie Brilliant Blue R 250はMERCK社製を用いた．トリスヒドロキシメチ
ルアミノメタン，アデノシン-5’-三リン酸2ナトリウム塩 (ATP)，α-キモトリプシン
(Type VII, TLCK-treated, from Bovine Pancreas)，牛血清アルブミン (BSA, from
Bovine Serum)，Poly-L-Lysine(MW=30,000～50,000)，ファロイジン (Phalloidin,
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from Amanita phalloides)，テトラメチルローダミンBイソチオシアン酸塩ファロ
イジン (TRITC-Ph, from Amanita phalloides)，HEPESは Sigma社製を用いた．
モノウレタンはACROS社製を用いた．過硫酸アンモニウムは ICN Biomedicals社
製を用いた．呈色試薬のトネイン-TPは大塚製薬社製を用いた．電気泳動用蛋白
質スタンダード試薬はAmersham Bioscience社製を用いた．
水は，超純水製造装置 (MILLIPORE Elix10 Milli-Q gradient A10)を経た超純
水を用いた．その純度は，比抵抗値が 18.2 MΩ・cm，全有機炭素値が 1-6 ppbで
あった．
4.2 タンパク質の精製方法
実験には，Perryの方法で抽出されたウサギ骨格筋のアクチンとミオシンを用い
た [P1]．アクチンの精製には，筋肉のミンチをアセトン処理した後，Spudichと
Wattの方法を改良した方法を用いた [S4]．精製されたアクチンは氷温で保存し，
二週間以内に使用した．ミオシンの精製はPerryの方法を用いた．ミオシンは，ミ
オシン溶液と等量のグリセリンとを混合したミオシン-グリセリン溶液を-20℃で
保存し，半年以内に使用した．HMMは，Okamotoの方法を改良した方法を用い
た [O1]．精製されたHMMは氷温で保存し，24時間以内に使用した．タンパク質
の精製度は，SDS電気泳動法を用いて確認された [M1]．タンパク質の濃度は，紫
外吸光法とBradford法とにより計測された．紫外吸光法によるタンパク質の定量
では，アクチンの吸光係数を ²290−310 = 0.62 cm2/mg，ミオシンの吸光係数を ²280
= 0.53 cm2/mg，HMMの吸光係数を ²280 = 0.60 cm2/mgとした．Bradford法に
よるタンパク質の定量では，トネインの呈色反応を ²595で検出して求めた．この
とき，BSAを標準タンパク質として定数を求めた．
また，本研究における動物実験および生化学実験の実施は公立はこだて未来大
学の規定に従い，実験人権倫理委員会の許可を得て実施された．
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4.2.1 アクチンの精製方法
アクチンは，ウサギ (JW, オス, 2.6～3.0 kg)の背筋および後肢筋から抽出，精
製された．ウサギから取り出された筋肉はミンサー (OHMICHI, OMC-12)でミン
チにされた．筋肉からミオシンを除くために，ミンチ 100 gにつき氷温のGuba-
Straub溶液 (KCl 22.36 g/L, KH2PO4 13.61 g/L, K2HPO4 8.71 g/L, EDTA・2K
2.02 g/L) 300 mlを加えてミオシンを抽出した．抽出混液を 8,000 rpm, 12 min, 4
℃で冷却遠心分離 (HITACHI humic CR21G; R9AF Rotor, 1000PC Bottle)した．
ミオシンを含む上澄みを除去して沈殿した筋肉残渣を回収した．筋肉残渣のイオ
ン強度を下げるために，筋肉残渣に冷却超純水を加えた．十分に攪拌して洗った
筋肉残渣をステンレス製のふるいで濾して回収した．筋肉残渣の pHを戻すために
0.4 %(w/v) NaHCO3を加えて攪拌し，ステンレス製のふるいで濾して筋肉残渣を
回収した．さらに，筋肉残渣に 0.4 %(w/v) NaHCO3を加えて攪拌した．この筋肉
残渣混液を室温で 10分間静置した後，ステンレス製のふるいで濾して筋肉残渣を
回収した．筋肉残渣に冷却超純水を加えて攪拌して十分に洗い，ステンレス製の
ふるいで濾して筋肉残渣を回収した．同様のプロセスを筋肉残渣の体積が最初の
筋肉残渣の体積のおよそ二倍に膨潤するまで繰り返した．十分に膨潤した筋肉残
渣に冷却超純水を加えて 4 ℃で一晩静置した後，8,000 rpm, 20 min, 4 ℃で冷却遠
心分離 (HITACHI humic CR21G; R9AF Rotor, 1000PC Bottle)した．上澄みを除
去して筋肉残渣をステンレスポットに回収した．次に，アセトン処理によって筋
肉残渣を脱水した．はじめに，冷却アセトンを加えてすばやく攪拌し，ステンレ
ス製のふるいで濾して筋肉残渣を回収した．次に，室温のアセトンを加えて攪拌
して 30分間静置した後，ステンレス製のふるいで濾して筋肉残渣を回収した．こ
のプロセスを 2回繰り返した後，トロポミオシンを解離させるために静置時間を 2
時間として同様のプロセスを行った．最後に，回収した筋肉残渣をステンレス製
のふるいに広げ，ドラフトチャンバー内で一晩静置して乾燥させた．乾燥した筋
肉残渣をアセトンパウダーとした．アセトンパウダーはサンプル瓶に取り分けら
れた後，シリカゲルを含む保存容器内で-20 ℃で保存された．
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アセトンパウダー 1 gに対してG-Buffer(1.0 mM NaHCO3 (pH=8.0), 0.2 mM
ATP, 0.1 mM CaCl2, 0.1 mM DTT) 20 mlを加えて氷温で 20分間攪拌し，アクチ
ンを抽出した．抽出混液を二重のガーゼで絞り，筋肉残渣と抽出液に分離した．抽
出液を 8,000 rpm, 20 min, 4 ℃で冷却遠心分離 (HITACHI humic CR21G; R16AF
Rotor, 250PC Bottle)し，抽出液に含まれる筋肉残渣の残留物を沈殿させた．上
澄みを回収してアクチン溶液とし，25 ℃のウォーターバス (AS ONE, THERMO
MAX TM-1)で 10分間静置した．アクチン溶液のイオン強度を上げてアクチンを
重合させるために，アクチン溶液の 19分の 1体積の F-Solution(1.0 M KCl, 0.2
M MgCl2)を加えて攪拌して 25 ℃のウォーターバス (AS ONE, THERMO MAX
TM-1)で 90分間静置した．次に，アクチン溶液のKCl濃度が最終的に 0.6 Mと
なるように 3 M KClを加えた後，アクチン溶液を氷温で 15 分間静置した．これ
により，アクチン繊維に結合しているトロポミオシンを解離させた．次に，アク
チン溶液を 30,000 rpm, 2 h, 4 ℃で超遠心分離 (HITACHI humic 70MX; P45AT
Rotor, 80PC Bottle)し，重合せずに遊離しているモノマーアクチンを含む上澄み
を除去した．アクチン繊維を含む沈殿はG-Bufferで回収され，G-Bufferで 2日間
透析 (ナカライテスク, VT801 M.W. Cutoff 6,000-8,000)してアクチン繊維を脱重
合した．最後に，アクチン溶液を 30,000 rpm, 2 h, 4 ℃で超遠心分離 (HITACHI
humic 70MX; P45AT Rotor, 80PC Bottle)し，脱重合しなかったアクチン繊維を
沈殿させた．上澄み溶液を回収して，アクチン溶液とした．アクチン溶液を 2 mL
ずつに分注して氷温で保存した．
4.2.2 ヘビメロミオシンの精製方法
ミオシンは，ウサギ (JW, オス, 2.6～3.0 kg)の背筋および後肢筋から抽出，精
製された．ウサギから取り出された筋肉はミンサー (OHMICHI, OMC-12)でミ
ンチにされた．筋肉からミオシンを抽出するために，ミンチ 100 gにつき氷温の
Guba-Straub溶液 (KCl 22.36 g/L, KH2PO4 13.61 g/L, K2HPO4 8.71 g/L, EDTA・
2K 2.02 g/L)300 mlを加えて，抽出混液を氷冷しながら時々攪拌した．抽出時間は
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14分 30秒とした．抽出混液をミオシン溶液と筋肉残渣に分離するために，8,000
rpm, 12 min, 4 ℃で冷却遠心分離 (HITACHI humic CR21G; R9A Rotor, 1000PC
Bottle)した．ミオシンを含む上澄み溶液を三重のガーゼを通して回収し，ミオシン
溶液とした．ミオシン溶液を冷却超純水で 14倍に希釈して溶液のイオン強度を下
げ，ミオシンを凝集させた．このとき，ミオシンの酸化を防止するためにDTTを
加えた．ミオシン懸濁液を 4℃で 1時間程度静置して凝集したミオシンを沈殿させ
た後，ミオシン懸濁液の上澄み液の一部を取り除いた。残ったミオシン懸濁液から
ミオシンを得るために，7,000 rpm, 20 min, 4℃で冷却遠心分離 (HITACHI humic
CR21G; R9A Rotor, 1000PC Bottle)した．上澄みを取り除いて沈殿したミオシン
を最終溶解容積の 10分の 1容積のBuffer (2.85 M KCl, 0.35 M KPi (pH=6.7))で
回収した．この沈殿を含む溶液をKCl濃度が 0.285 Mになるように冷却超純水で
希釈してミオシン溶液を得た．このとき，ミオシンの酸化を防ぐためにDTTを加
えた．ミオシン溶液から不純物や不溶の変性ミオシンを除去するために，完全に均
一に溶解されたミオシン溶液を 30,000 rpm, 60 min, 4 ℃で超遠心分離 (HITACHI,
humic 70MX; P45AT Rotor, 80PC Bottle)した．ミオシンを含む上澄みを回収し
た．ミオシン溶液のイオン強度を下げてミオシンを凝集させるために，ミオシン
溶液に冷却超純水を加えて 8倍に希釈した．ミオシン懸濁液を 7,000 rpm, 20 min,
4 ℃で冷却遠心分離 (HITACHI, humic CR21G; R9A Rotor, 1000PC Bottle)して，
ミオシンを含む沈殿を最終溶解容積の 5分の 1容積のBuffer (2.85 M KCl, 0.35 M
KPi (pH=6.7))で回収した．この沈殿を含む溶液をKCl濃度が 0.57 Mになるよう
に冷却超純水で希釈してミオシン溶液を得た．このとき，ミオシンの酸化を防ぐた
めにDTTを加えた．ミオシンを完全に均一に溶解させるために，ミオシン溶液を
氷温で一晩静置した．その後，ミオシン溶液から不純物を取り除くために，ミオシ
ン溶液を 45,000 rpm, 60 min, 4℃で超遠心分離 (HITACHI, humic 70MX; P45AT
Rotor, 80PC Bottle)した．上澄みを回収してミオシン溶液とした．ミオシン溶液
にミオシン溶液と等量の常温グリセリンを加えて十分に攪拌して，ミオシン-グリ
セリン溶液とした．
HMMは，Okamotoの方法を改良した方法で精製された．ミオシン-グリセリン
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溶液に冷却超純水を加えて 8倍に希釈してミオシンを凝集させた．ミオシン懸濁
液を 12,000 rpm, 10 min, 4℃で冷却遠心分離 (HITACHI humic CR21G; R20A2
Rotor, 50PC Tube)して，上澄みを取り除いた．ミオシンを含む沈殿をBuffer (1.0
M KCl, 20.0 mM imidazole-HCl(pH=7.0), 4.0 mM MgCl2, 10.0 mM DTT)に溶
解させて，15～20 mg/mlのミオシン溶液を得た．ミオシン溶液を 25 ℃のウォー
ターバス (AS ONE, THERMO MAX TM-1)で 10分間静置した．その後，α-キモ
トリプシン溶液 (1.0 M KCl, 20.0 mM imidazole-HCl(pH=7.0), 4.0 mM MgCl2, 1.0
mg/ml α-キモトリプシン, 10.0 mM DTT)を α-キモトリプシンの最終濃度が 12.5
µg/mlになるように加えてミオシンを消化した．消化の反応時間は 7分間とし，ミ
オシン溶液の 9倍量の冷却 PMSF溶液 (3.0 mM MgCl2, 0.1 mM PMSF, 0.5 mM
DTT)を加えて反応を停止させると同時に未消化のミオシンと消化されて生じた
LMMを凝集させた．このHMMを含む溶液を氷温で 10分間静置した後，ミオシ
ンとライトメロミオシン (LMM)の凝集体を除去するために 12,000 rpm, 20 min, 4
℃で冷却遠心分離 (HITACHI humic CR21G; R20A2 Rotor, 50PC Tube)した．上
澄みを回収してHMM溶液とした．
4.3 アクチン繊維の観察方法
4.3.1 スライドガラスの処理方法
スライドガラスは，100倍の対物レンズを使用する場合にはオリンパス社製 (APO-
100XOHRCG; 屈折率 n = 1.78)，60倍の対物レンズを使用する場合にはマツナ
ミガラス社製 (MICRO COVER GLASS NEO No.1, 24× 36 mm, 屈折率 n =
1.5255±0.0015)を用いた．カバーガラスは，対物レンズの倍率に関わらず，マツ
ナミガラス社製 (MICRO COVER GLASS NEO No.1, 18× 18 mm)を用いた．た
だし，100倍の対物レンズを使用する場合には，カバーガラスをダイヤモンドカッ
ターを用いて 9× 9 mmに切断して用いた．
オリンパス社製のスライドガラスは，次のように洗浄した．薄めた中性洗剤液
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に浸して 15分おきに攪拌しながら 2時間超音波洗浄 (yamato; BRANSONIC 2510
J-DTH)した．超純水でスライドガラスを洗浄した後，純水で 50倍に薄めた無燐
アルカリ洗剤液 (AS ONE)に浸して 15分おきに攪拌しながら 3～5時間超音波洗
浄した．最後に，洗剤を完全に除去するために，超純水でスライドガラスを十分
に洗浄した．洗浄されたスライドガラスは，60 ℃に加熱されたオーブン (yamato;
constant temperature oven DNF44)で 1時間乾燥された．
マツナミガラス社製のガラスは，次のように洗浄した．薄めた中性洗剤液に浸
して 15分おきに攪拌しながら 2時間超音波洗浄した．超純水でガラスを洗浄した
後，アルカリ洗浄液 (0.1 M KOH EtOH Solution)に浸して 15分おきに攪拌しな
がら 3～6時間超音波洗浄した．最後に，洗剤を完全に除去するために，超純水で
スライドガラスを十分に洗浄した．洗浄されたスライドガラスは，60 ℃に加熱さ
れたオーブンで 1時間乾燥された．
スライドガラス表面にHMMを固定する場合，スライドガラスの片面をコロジ
オンで疎水処理して使用した．洗浄されたスライドガラスの片面に 0.1 % (v/v)コ
ロジオン-酢酸イソアミル溶液を貼付した後，ドラフトチャンバー内において室温
で 3時間乾燥させた．コロジオン処理されたスライドガラスは，処理後 24時間以
内に使用された．
スライドガラス表面にアクチン繊維を固定する場合，スライドガラスの片面
を Poly-L-Lysine処理して使用した．洗浄されたスライドガラスを前処理液 (1.0
%(v/v) HCl, 70.0 %(v/v) EtOH)に浸して，室温で 1時間超音波処理した．超純
水でスライドガラスを洗浄した後，スライドガラスの片面を 0.01 %(v/v) Poly-L-
Lysine溶液に浸して 5分間静置した．その後，スライドガラスを 60 ℃に加熱され
たオーブンで 1時間乾燥させた．Poly-L-Lysine処理されたスライドガラスは，処
理後 3日以内に使用された．
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4.3.2 アクチンの蛍光標識および重合
アクチンをTRITC-Phと反応させることにより，アクチンをローダミンで蛍光
標識するとともにアクチン繊維をファロイジンで安定化させた [F1]．全標識アクチ
ン繊維 (図 4.3.1)は，TRITC-Phとアクチンを等モル比で混合 (1.6 µM G-actin, 1.6
µM TRITC-Ph, 25.0 mM KCl, 25.0 mM imidazole-HCl(pH=7.4), 2.0 mM MgCl2,
0.2 mM ATP, 1.0 mM DTT)し，4 ℃で 12時間反応させることで得られた．長さ
100～200 nmの短い全標識アクチン繊維は，長さ数マイクロメートルの全標識ア
クチン繊維をニードル (TERUMO, 27 G 3/4” 0.40× 19 mm)を装着したシリンジ
(TERUMO, 1 ml, ツベルクリン用)を用いて機械的に切断して得られた．
アクチン繊維をまだら状に蛍光標識したまだら標識アクチン繊維 (図 4.3.2)を調
整した [H16]．まだら標識アクチン繊維は，ファロイジンとアクチンをモル比 3対
1で混合した溶液 (1.6 µM G-actin, 4.8 µM TRITC-Ph, 25.0 mM KCl, 25.0 mM
imidazole-HCl(pH=7.4), 2.0 mM MgCl2, 0.2 mM ATP, 1.0 mM DTT)と短い全標
識アクチン繊維を含む溶液 (1.6 µM fragmented F-actin, 25.0 mM KCl, 25.0 mM
imidazole-HCl(pH=7.4), 2.0 mM MgCl2, 0.2 mM ATP, 1.0 mM DTT)を容量比 4
対 1で混合して 4 ℃で 24時間反応させて得られた．全標識アクチン繊維とまだら
標識アクチン繊維は共に重合，標識してから一週間以内に使用した．
4.3.3 再構成運動系
再構成運動系 (図 4.3.4)においてスライドガラス上に固定されたHMM上を滑り
運動する蛍光標識アクチン繊維の滑り運動が観察された [H3][H16][K12][K13]．再構
成運動系におけるアクチン繊維の滑り運動を観察するために，図4.3.3に示されるよ
うな溶液交換が可能なフローセルが準備された．フローセルは，白色ワセリンを両
端のスペーサーとしたカバーガラスをスライドガラス上に置くことで作成された．
溶液交換は，溶液注入口から流した溶液を溶液吸込み口から濾紙 (ADVANTEC,
QUALITATIVE No.1)で吸収することで行われた．
再構成運動系におけるアクチン繊維の滑り運動観察のサンプルは，次のような手
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順で準備された．HMM溶液 (25.0 mM KCl, 25.0 mM imidazole-HCl(pH=7.4), 4.0
mM MgCl2, 0.01-0.05 mg/ml HMM, 1.0 mM DTT)をコロジオン処理を施したスラ
イドガラスに滴下した後，カバーガラスを置いてフローセルを作成した．HMM溶
液をフローセル内に 60秒間静置し，HMMをスライドガラス上に固定した．次に，
HMM溶液をBSA溶液 (25.0 mM KCl, 25.0 mM imidazole-HCl(pH=7.4), 4.0 mM
MgCl2, 1.0 mg/ml BSA, 1.0 mM DTT)に交換して，60秒間静置した．同様の手順
を繰り返して，HMM分子間のスライドガラス露出部位にBSAを固定した．次に，
BSA溶液をアクチン溶液 (25.0 mM KCl, 25.0 mM imidazole-HCl(pH=7.4), 4.0
mM MgCl2, 0.5 µg/ml F-actin, 0.018 mg/ml catalase, 0.1 mg/ml glucose oxidase,
3.0 mg/ml glucose, 1.0 mM DTT)に交換して 15秒間静置し，HMM上に蛍光標
識アクチン繊維を固定した．最後に，アクチン溶液をATP溶液 (0-2.0 mM ATP,
25.0 mM KCl, 25.0 mM imidazole-HCl(pH=7.4), 4.0 mM MgCl2, 0.018 mg/ml
catalase, 0.1 mg/ml glucose oxidaze, 3.0 mg/ml glucose, 1.0 mM DTT)に交換す
る手順を 2回繰り返した．
蛍光標識アクチン繊維の観察 (図 4.3.5)には，落射蛍光観察装置 (Olympus, IX-
FLA)と全反射式蛍光照明システム (Olympus, IX2-RFAEVA)を搭載した倒立リ
サーチ顕微鏡 (Olympus, IX70)を用いた．落射蛍光観察装置を使用する場合は，
水銀ランプ (USHIO INC., USH-I02D)照明とした．全反射式蛍光照明システム
を使用する場合は，Nd:Yag 2倍波レーザー (JDS Uniphase, µGreen SLM Laser
Model 4611-010-0980; JDS Uniphase, µ-LASER CONTROLLER MODEL 4802-
1000; Olympus, FV5-FUR)を使用した全反射照明とした．また，対物レンズは，60
倍 (Olympus, PlanApo 60X, oil, NA=1.45, TIRFM)の対物レンズと 100倍 (Olym-
pus, Apo 100X, oil, NA=1.65, HR)の対物レンズとを用いた．液浸油は，60倍
対物レンズ使用時にはOlympus社製 (n23 ℃e =1.518)，100倍対物レンズ使用時には
Cargille Laboratories社製 (n25 ℃e =1.780± 0.0005)を用いた．
顕微鏡画像は，リレーレンズ (Olympus, IX2 SPT, U-PMTV1X, PE2X, U-CMAD3)
で拡大された後，イメージインテンシファイアを接続した高感度カメラ (Hamamatsu
Photonics, C2400-97V)で撮影された．撮影された画像は，イメージインテンシファ
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イアコントローラー (Image Intensifier Controller M4314)，キャプチャボード (I-O
DATA, GV-VCP3R/PCI)を経由して，非圧縮 AVI形式 (30fps, 640× 480)の動
画ファイルとしてパーソナルコンピュータに内蔵されたハードディスクに記録さ
れた．
4.4 アクチン繊維の三次元位置の推定
4.4.1 アクチン繊維の高さと輝度との対応付け
エバネッセント場の強度が全反射面から離れるに従って指数関数的に減衰する
特性を利用して，蛍光標識アクチン繊維の輝度からアクチン繊維の高さを求めた．
図 4.4.1に示される測定イメージのように，白金線 (NIPPON RIKAGAKU KIKAI,
φ=0.3 mm)に吸着したアクチン繊維をエバネッセント光で観察した．
全標識アクチン繊維を白金線に固定するために，洗浄された白金線を Poly-L-
Lysine処理した．白金線は，薄めた中性洗剤液に浸して 15分おきに攪拌しながら
2時間超音波洗浄された．超純水で十分に洗浄して中性洗剤を除去した後，アルカ
リ洗浄液 (0.1 M KOH EtOH Solution)に浸して 15分おきに攪拌しながら 2～3時
間超音波洗浄した．最後に，超純水で十分に洗浄した．白金線をPoly-L-Lysine処
理の前処理液 (1.0 % (v/v) HCl, 70 % (v/v) EtOH)に浸して 15分おきに攪拌しな
がら 2時間超音波洗浄した．超純水で十分に洗浄した後，白金線を 0.01 % (v/v)
Poly-L-Lysine溶液に浸して 5分間静置した．溶液を除去した後，60 ℃に加熱され
たオーブン内で 1時間乾燥させて，白金線に Poly-L-Lysineを定着させた．
白金線に全標識アクチン繊維を吸着させるために，Poly-L-Lysine処理された白金
線を全標識アクチン繊維を含む溶液 (25.0 mMKCl, 25.0 mM imidazole-HCl(pH=7.4),
2.0 mM MgCl2, 0.15 mg/ml F-actin, 1.0 mM DTT)に浸して 15分おきに攪拌しな
がら 2時間静置した．白金線に吸着した蛍光標識アクチン繊維以外の蛍光物質を除
去するために，白金線を Buffer(25.0 mM KCl, 25.0 mM imidazole-HCl(pH=7.4),
2.0 mM MgCl2, 1.0 mM DTT)に浸して，15分おきに攪拌しながら 2時間静置した．
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図 4.3.1 全蛍光標識アクチン繊維の顕微鏡増
Figure 4.3.1 Microscopic images of a totally labeled fluorecent actin filament
アクチン繊維の全体をローダミンで蛍光標識された全標識アクチン繊維の顕微鏡像．左図が通常
のレーザー照明を用いた観察像，右図が全反射照明を用いた観察像である．右図の全反射照明によ
る観察像ではガラス面から離れている部位の蛍光輝度が低いことがわかる．この蛍光輝度が低い部
位は，アクチン繊維がスライドガラスから離れている部位であると考えられる．この全標識アクチ
ン繊維は，滑り運動しているアクチン繊維の形状変化を調べる場合に使用された．
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図 4.3.2 まだら標識アクチン繊維の顕微鏡増
Figure 4.3.2 A microscopic image of a Madara labeled fluorescent atin filament
アクチン繊維の所々がローダミンで蛍光標識されたまだら標識アクチン繊維の顕微鏡像．滑り運
動しているアクチン繊維の高さを調べる場合に使用された．
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図 4.3.3 フローセルの模式図
Figure 4.3.3 A flow cell for a reconstruction motility assay system
溶液交換が可能なフローセルは，白色ワセリンを両端のスペーサーとしたカバーガラスをスライ
ドガラス上に置くことで作成された．溶液交換は，溶液注入口から流した溶液を溶液吸込み口から
濾紙 (ADVANTEC, QUALITATIVE No.1)で吸収することで行われた．
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図 4.3.4 再構成運動系の模式図
Figure 4.3.4 A reconstruction motility assay system to observe a sliding actin
filament
HMM分子は，コロジオンコートにより疎水処理されたスライドガラス表面に固定された．蛍光
標識されたアクチン繊維は HMM分子上に置かれ，ATPの添加により滑り運動する．顕微鏡観察
では、蛍光標識されたアクチン繊維のみが観察され，HMM分子は観察されない．
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図 4.3.5 顕微鏡観察のシステム図
Figure 4.3.5 A system of microscope observation for a fluorescent actin filament in
a reconstruction motility assay system
顕微鏡は防振台上に設置された．観察には水銀ランプ照明の落射蛍光観察装置とレーザー光による
全反射照明の全反射蛍光照明システムとを用いた．二つの照明の光路切替は，移動式ミラー (MM)
で行った．照明光を減光フィルタ (ND)を通過して減光した後に励起光フィルタによって 530 nm
から 550 nmの波長 (励起光)を通過させる．励起光はダイクロイックミラー (DM)によってレン
ズ方向へ反射された後，レンズを通して試料に照射される．励起光はそのまま外に放たれ，励起さ
れた試料の蛍光 (ピーク波長 580 nm)は対物レンズで集光される．蛍光はダイクロイックミラーを
透過し，吸収フィルターによって 590 nmより長波長だけが透過される．透過光はリレーレンズを
通過した後，イメージインテンシファイアによって増幅されて高感度 CCDカメラによって検出さ
れる．カメラの信号はビデオ信号として出力され，キャプチャボードを用いてディジタル信号に変
換された後にパーソナルコンピュータのハードディスクに記録される．
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洗浄されたスライドガラス (Olympus, APO100XOHRCG)上に蛍光標識アクチ
ン繊維を吸着させた白金線を置き，白色ワセリンのスペーサーを置いたカバーガラ
スをかけてフローセルを作成した．フローセルに観察用Buffer(25.0 mM KCl, 25.0
mM imidazole-HCl(pH=7.4), 4.0 mM MgCl2, 0.018 mg/ml catalase, 0.1 mg/ml
glucose oxidase, 3.0 mg/ml glucose, 1.0 mM DTT)を流した後，溶液注入口と溶
液吸込み口を白色ワセリンで封じた．観察サンプルは，再構成運動系におけるア
クチン繊維の滑り運動観察と同様の方法で観察，記録された．このとき，対物レ
ンズは 100倍を使用し，照明は全反射照明とした．
4.4.2 スライドガラスの平面性の測定
スライドガラス (Olympus社製)表面，コロジオン膜表面の平滑性およびコロジ
オン膜の厚さを計測した．スライドガラスは，コロジオン処理を施す前の洗浄さ
れたスライドガラスを用いた．コロジオン膜は，スライドガラス表面をコロジオ
ン処理されたスライドガラスを用いた．コロジオン膜の厚さは，コロジオン膜の
一部をピンセットを用いて剥離し，その断面部の高さを測定することで求めた．
サンプル表面を原子間力顕微鏡 (AFM: 日本ビーコ, Multi Mode AFM)のタッ
ピングモードで走査した．共振周波数は 224 kHzとした．走査結果は，ソフト
ウェア (日本ビーコ, NanoScope Control, NanoScope Image)を用いてパソコンの
ハードディスクに記録された．記録されたデータは，画像解析ソフトウェア (Image
Metrology, SPIP)を用いて解析された．
4.5 顕微鏡像の解析方法
記録された顕微鏡像は，C言語で作成されたプログラム (Microsoft, Visual Studio
2005)を用いて解析された．
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図 4.4.1 白金線に吸着した蛍光標識アクチン繊維の観察イメージ
Figure 4.4.1 The observation images of a fluorescent actin filament on Pt wire
白金線に吸着した蛍光標識アクチン繊維の観察によって，エバネッセント場におけるアクチン繊
維の蛍光輝度とアクチン繊維の高さとを対応付けた．
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4.5.1 顕微鏡画像のシェーディング補正
顕微鏡像は，対物レンズとCCDカメラの特性のために，中心部の輝度が周辺部
の輝度よりも高い．また，イメージインテンシファイアの構造特性のために，顕微
鏡像に六角格子状に輝度の特性が現れる．そのため，それらの輝度特性を補正す
るためのシェーディング補正係数を求めた．微量の蛍光物質 (TRITC-Ph)を含む
溶液を蛍光標識アクチン繊維の観察条件と同様の条件下で観察，記録した．得ら
れた動画像を静止画に分割し，10,000フレーム分の静止画像の加算平均を求めた．
得られたデータの最大輝度を 1として正規化し，シェーディング補正係数を得た．
4.5.2 全標識アクチン繊維の骨格形状の解析
蛍光標識アクチン繊維の骨格形状は次のように解析した (図 4.5.1)．はじめに，
記録された顕微鏡の動画像を静止画像に分割した．次に，得られた静止画像を二
値化してノイズを除去した後，細線化して切断と枝分かれのない線状のデータ列
を得た．そのデータ列を連続する 3データで平均化して得られたデータ列をアク
チン繊維の骨格のデータ列とした．このとき，滑り運動しているアクチン繊維の
進行方向側の端を先端，その逆方向側の端を後端とした．
また，図 4.5.1に示すように，アクチン繊維の骨格中のある座標点 Pi(x,y)の屈
曲角度 θiを以下の式から求めた．
θi =
(180
pi
)
cos−1
{
(Pi−1(x, y)− Pi(x, y))・(Pi+1(x, y)− Pi(x, y))
|(Pi−1(x, y)− Pi(x, y))||(Pi+1(x, y)− Pi(x, y))|
}
アクチン繊維骨格の各座標点の先端からの距離は，解析対象とされた動画像の
中でアクチン繊維の骨格のデータ列の数が最大となる静止画像のアクチン繊維の
長さ (Length)を基準に求められた．任意の時刻 (t)のアクチン繊維の骨格中の座
標点 Pi(x,y)の先端からの距離 (d)を以下の式で求めた．
d =
i・Length
nt
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ここで，解析対象とされている画像のアクチン繊維の骨格データ列の数を nt と
した．
4.5.3 まだら標識アクチン繊維の蛍光標識部位の重心位置の決定
まだら標識アクチン繊維の蛍光標識部位 (図 4.3.2)の xy平面における重心位置
(xcenter, ycenter)は，以下の式で求めた [G1]．
xcenter = xscale×
1
N
N−1∑
n=0
xn・i(xn, ymax)
ycenter = yscale×
1
N
N−1∑
n=0
yn・i(xmax, yn)
ここで，i(xn,yn)を座標 (xn,yn)における画像濃度，(xmax, ymax)を蛍光標識部位
の最大濃度座標，Nをデータ数，(xscale, yscale)を静止画像の 1 pixelの実スケール
とした．まだら標識アクチン繊維の蛍光標識部位の重心位置における輝度は，蛍
光標識部位の濃度分布を二次元正規分布でフィッティングすることで求められた
(図 4.5.3)．
得られた蛍光標識部位の輝度をアクチン繊維の高さ校正により求められた輝度-
高さ変換曲線に従って実スケールに変換した．
4.5.4 アクチン繊維の高さの相関解析 [H13]
再構成運動系において滑り運動しているアクチン繊維の高さ変動の特性を調べ
るために，高さの相互時間相関と相互空間相関とを求めた．
高さの相互時間相関解析
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滑り運動している 1本アクチン繊維上の 2つの蛍光標識部位の高さの相互時間
相関を以下の式によって求めた．
Rfg(τ) =
N−τmax∑
t=τmax
(f(t)− f¯)(g(t+ τ)− g¯(τ))√√√√N−τmax∑
t=τmax
(f(t)− f¯)2
√√√√N−τmax∑
t=τmax
(g(t+ τ)− g¯(τ))2
f¯ =
1
N − 2τmax
N−τmax∑
t=τmax
f(t)
g¯(τ) =
1
N − 2τmax
N−τmax∑
t=τmax
g(t+ τ)
ここで，f(t)，g(t)は，それぞれ蛍光標識部位の高さの時間変化，tは時刻，τ は遅
れ時間，Rfg(τ)は遅れ時間 τ における二つの蛍光標識部位の高さの時系列データ
f と gとの相関値，τmaxは最大遅れ時間，N は時系列データのデータ数とした．
高さの相互空間相関解析
滑り運動しているアクチン繊維の 2つの蛍光標識部位のそれぞれについて，運
動の軌跡を線形補間して 1 nmの空間分解能を持ち蛍光標識部位の高さを画像濃
度とする画像 1と画像 2を生成した．画像 1上の任意の点 P(x0, y0)を着目点とし
て，点Pを中心とする n× n格子の小領域 ((基準)相関格子)を考える．この格子
内の濃度レベルを各ピクセルごとに f1, f2,…, fn2とする．同様に画像 2について，
点 Pを中心とする小領域の濃度レベルを g1, g2,…, gn2 とする．二つの相関格子間
の濃度レベル f, gについての相関係数 (ρ)を次式とした．
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ρfg =
n2∑
i=1
(fi − f¯i)(gi − g¯i)√√√√ n2∑
i=1
(fi − f¯i)2
√√√√ n2∑
i=1
(gi − g¯i)2
ここで，f¯i, g¯iは fi, giそれぞれの相関格子内の濃度の平均値である．なお，−1 ≤
ρ ≤ 1である．
4.6 計算機実験
計算機実験は，C言語で作成されたコンソールプログラム (Cygwin)を用いて行
われた．また，非線形微分方程式はルンゲクッタ法を用いて解かれた．
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図 4.5.1 アクチン繊維の骨格の解析
Figure 4.5.1 An analysis of skeleton of an actin filament
(a)滑り運動しているアクチン繊維の動画像を静止画像を分割した．(b)この静止画像を二値化し
た．(c)最後に，細線化したデータ列の前後 3データの平均値からアクチン繊維の骨格のデータ列
を求めた．このとき，滑り運動しているアクチン繊維の進行方向側の端を先端，その逆方向側の端
を後端とした．
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図 4.5.2 アクチン繊維の骨格の屈曲角度
Figure 4.5.2 A winding angle (θi) in any coordinate point of skeleton of an actin
filament
アクチン繊維の骨格データ列の任意の座標と隣接する 2つの座標とでなす角をアクチン繊維の屈
曲角度 θi とした．
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図 4.5.3 アクチン繊維の蛍光標識部位の重心位置とその位置における輝度の決定
Figure 4.5.3 A defenision of position of the center of gravity and the intensity on
fluorescent labeled region of an actin filament
アクチン繊維の蛍光標識部位の濃度分布から重心位置とその位置における輝度を求めた．重心位
置における輝度を蛍光標識部位の濃度分布を二次元正規分布でフィッティングすることで求めた．
アクチン繊維の高さを蛍光標識部位の輝度をアクチン繊維の高さ校正により求めた輝度-高さ変換
曲線に従って求めた．
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第5章 実験結果とその評価
再構成運動系で滑り運動するアクチン繊維の運動メカニズムを明らかにするた
めに，アクチン繊維とミオシンとの作用位置の推定，および滑り運動しているア
クチン繊維の形状変化の解析を行った．アクチン繊維とミオシンとの作用位置は，
滑り運動しているアクチン繊維の高さの変動から推定した．5.1節では，アクチン
繊維の高さを推定するための新しい測定方法の開発について述べる．5.2節では，
滑り運動しているアクチン繊維の高さ変動の特徴を述べ，アクチン繊維とミオシ
ンとの作用が間欠的であることを示す．5.3節では，滑り運動しているアクチン繊
維の形状変化解析から，滑り運動しているアクチン繊維の内部で屈曲の伝播が生
じることを明らかにする．
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5.1 アクチン繊維の高さの推定
エバネッセント照明下でアクチン繊維の蛍光輝度がガラス面から離れるに従っ
て指数関数的に減衰する特性を利用して，アクチン繊維の蛍光輝度から高さを推
定する方法を開発した．本節では，その方法の詳細と妥当性を述べる．
まず，アクチン繊維の蛍光輝度と高さとを対応付けるために，アクチン繊維の
高さを制御してその高さにおける蛍光輝度を計測した．そして，この蛍光輝度と
ガラス面から高さとの関係が理論値と同様の減衰特性を持つことを明らかにする．
また，その測定の妥当性を示すために，アクチン繊維の高さ制御に利用した白金
線が蛍光輝度に与える影響，位置変化しない蛍光輝度の揺らぎ，蛍光物質の褪色
速度，測定に利用した高感度カメラの測定ノイズ，スライドガラスの平面性を調
べた．
5.1.1 アクチン繊維の高さと輝度との対応付け
エバネッセント照明下で観察された蛍光標識アクチン繊維の蛍光輝度からアク
チン繊維の高さを推定した．このとき，スライドガラス表面に垂直な方向と高さ
方向とした．
アクチン繊維の高さの推定には，エバネッセント場の強度が全反射面から離れ
るに従って指数関数的に減衰する特性を利用した．エバネッセント照明下で観察
された蛍光標識アクチン繊維の高さ (h)は，式 (5.1)に示されるように，スライド
ガラスの屈折率 (nh)，溶液の屈折率 (nl)，レーザー光の波長 (λ)，レーザー光の入
射角 (θ)，全反射が生じる界面での蛍光輝度 (I0)，観察された蛍光標識アクチン繊
維の輝度 (I)に依存する．ここで，nは nlと nhの相対屈折率 (n ≡ nl/nh)とした．
本測定システムでは，可変パラメータのレーザー光の入射角および全反射が生じ
る界面での蛍光輝度を測定から求めて，蛍光標識アクチン繊維の蛍光輝度を高さ
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に変換する曲線を規定した．
h = − ln
(
I
I0
)
λ
4pi
1√
1
n2
sin2 θ − 1
(5.1)
測定システムのレーザー光の入射角を推定するために，観察された蛍光標識ア
クチン繊維の蛍光輝度と高さとの関係を測定した．蛍光標識アクチン繊維の高さ
の制御方法として，曲面を利用した制御，斜面を利用した制御を検討した．検討
項目は，蛍光標識アクチン繊維の吸着性，および材料のガラス面固定に対する安
定性とした．
斜面を利用した制御方法は，蛍光標識されたアクチン繊維を吸着した平らな板
をスライドガラス表面に斜めに置くことで蛍光標識されたアクチン繊維の高さを
制御する方法である．アクチン繊維の高さ制御のスケールが数百 nmであるため
に，この方法を用いた場合には蛍光標識されたアクチン繊維を固定した板の角度
を正確に制御もしくは計測する必要がある．しかし，その角度の制御を容易に行
うことは難しく，再現性のある計測は不可能であった．そのため，本研究では曲
面を利用した制御によって，アクチン繊維の高さを制御した．
蛍光標識アクチン繊維の高さを制御するための曲面として，球体と円筒を検討
した．球体では，プラスチック製のマイクロビーズ，ガラスビーズを用いて計測
を行った．しかしながら，プラスチック製のマイクロビーズには，蛍光標識アク
チン繊維を固定するための処理を施すことができなかった．これは，材料の洗浄
に有機溶媒を使用すること，および表面処理に静電的相互作用を利用することが
原因であると考えられる．ガラスビーズを用いた計測では，観察時にガラスビー
ズ内に投射された光がビーズ内部で反射し，スライドガラス近傍の蛍光標識アク
チン繊維の蛍光のみを励起することができなかった．そのため，アクチン繊維の
高さを球体を利用して制御することはできなかった．
曲面として円筒を利用したアクチン繊維の高さの制御を検討した．円筒には，ス
テンレス線，ピアノ線，鉄線，銅線，黄銅線，洋白線，白金線を用いた．その結
果，ステンレス線，ピアノ線，鉄線，黄銅線および洋白線には，塩酸溶液内での
腐食や水溶液に触れたことによる錆，酸化等のために蛍光標識アクチン繊維を固
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定するための処理を施すことができなかった．また，銅線は観察までの処理過程
で曲がりが生じて，ガラス面に接地させることができなかった．今回の計測では，
白金線のみで蛍光標識アクチン繊維の固定と観察時の形状の維持が可能であった．
白金線の直径が，0.1 mm, 0.3 mm, 0.5 mm, 0.8 mmの白金線を用いて，アクチ
ン繊維の高さ制御の可能性を検証した．その結果，直径 0.1 mmの白金線は処理過
程で形状が変化すると共に，溶液中で浮遊するためにガラス面に接地することが
できなかった．直径 0.5 mmおよび直径 0.8 mmの白金線は顕微鏡像のスケールの
中で高さの変化幅が小さく，蛍光標識アクチン繊維の輝度に高さに依存した変化
が見られなかった．そのため，アクチン繊維の高さの制御には直径 0.3 mmの白金
線を利用した．
直径 0.3 mmの白金線に固定された蛍光標識アクチン繊維をエバネッセント照
明下で観察した結果，図 5.1.1に示されるように，蛍光標識アクチン繊維の輝度は
レーザー光の全反射面から離れるに従って減衰した．この測定曲線は，エバネッセ
ント光の理論曲線と同様の減衰を示した．ここで，測定曲線と理論曲線との差の
二乗値が最小となるレーザー光の入射角を求め，本測定システムにおける入射角
とした．図 5.1.2に示されるように，測定曲線と理論曲線との差の二乗値が最小と
なる入射角は 51.98°であった．この入射角は，測定に使用した顕微鏡のレーザー
光の入射角を制御するマイクロメータの変位量から求められるレーザー入射角と
同程度であった．また，測定曲線とレーザー光の入射角を 51.98°としたときの理
論曲線との相互相関値は 0.912256で正の相関があった．
この結果から，蛍光標識アクチン繊維の蛍光輝度-高さの変換曲線を規定した．こ
のとき，式 (5.1)の各パラメータは，nh = 1.78，nl = 1.33，λ = 532 nm，I0 = 167.5，
θ = 51.98とした．この全反射面の場の強度の 1/ expの強度となるしみ出し長は
253.41 nmとなった．また，観察像の輝度分布から求めた測定可能な高さはおよそ
350 nmまでであった．
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図 5.1.1 蛍光標識アクチン繊維の輝度と高さとの関係
Figure 5.1.1 The relationship between the intensity of fluorescent actin filament
and the height of one
エバネッセント照明下での蛍光標識アクチン繊維の輝度と高さとの関係．縦軸の蛍光標識アクチ
ン繊維の輝度を白金線に吸着した蛍光標識アクチン繊維の顕微鏡像を解析することで求めた．横軸
のアクチン繊維の高さを白金線のガラス面接地点とアクチン繊維の距離から理論的に求めた．
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図 5.1.2 本測定システムにおけるレーザー光の入射角度の推定
Figure 5.1.2 The estimation of incident of laser light with this measurement system
蛍光標識アクチン繊維の輝度と高さとの関係からレーザー光の入射角を推定した．グラフの横軸
は入射角，縦軸はその入射角に従う理論曲線と実測値との二乗誤差を示す．誤差が最小となる入射
角をレーザー光の入射角とした．
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5.1.2 アクチン繊維の高さと輝度との対応付けの妥当性
高さを制御された蛍光標識アクチン繊維の輝度の減衰がエバネッセント照明に
依存して生じたものであることを示すために，蛍光標識アクチン繊維の輝度に影
響を与え得る要因を検証した．
まず，全反射が生じる界面，つまりスライドガラス表面に静電的相互作用によ
り固定された蛍光標識アクチン繊維の輝度の揺らぎを計測した．このとき，蛍光
標識アクチン繊維の輝度は高感度カメラの受光感度に依存するため，測定時の高
感度カメラの受光感度を固定して計測した．その結果，スライドガラス表面での
まだら標識アクチン繊維の蛍光輝度の平均値は，画像を 8ビット分解能で取得し
た場合に 167.5であった．また，その標準偏差は輝度の 10 %程度，高さに換算す
ると 10 nm程度であった．
次に，蛍光標識アクチン繊維の蛍光輝度の褪色速度を計測した．その結果，観
察中の蛍光標識アクチン繊維の輝度は-0.56±0.18 %/secの速度で褪色した．
さらに，蛍光標識アクチン繊維の観察に用いるイメージインテンシファイアお
よび高感度CCDカメラの計測ノイズを計測した．その結果，高感度カメラを用い
た顕微鏡像取得に伴うノイズの大きさは，高感度カメラの受光感度に依存して増
大した．その大きさは，高感度カメラの受光感度が最も高い場合に 8ビット分解
能で取得された画像で 0.2±0.006 % であった．
最後に，スライドガラスの凹凸がアクチン繊維の高さの測定に与える影響を調
べるために，スライドガラス表面およびその表面上に形成されたコロジオン膜の凹
凸をAFMを用いて計測した．その結果，スライドガラス表面の凹凸は±0.44 nm
の範囲 (図 5.1.3)，コロジオン膜表面の凹凸は±0.45 nmの範囲 (図 5.1.4)であった．
これらの凹凸はアクチン繊維の高さの変動のスケールに対して十分に小さい値で
あった．また，コロジオン膜の厚さは 10.94 nmであった (図 5.1.5)．そのため，コ
ロジオン膜を用いた計測では，アクチン繊維の高さはおよそ 10 nm高い値が推定
される．
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図 5.1.3 スライドガラス面の平面性
Figure 5.1.3 A planarity of slide glass surface
AFMによるスライドガラス表面の凹凸の計測．上図には，一辺 1 µmのスライドガラス表面の凹
凸を示した．下図には，一辺 3 µmのスライドガラス表面の高さの分布を示した．
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図 5.1.4 スライドガラス上のコロジオン膜の平面性
Figure 5.1.4 A planarity of collodion film on the slide glass surface
AFMによるスライドガラス上のコロジオン膜の凹凸の計測．上図には，一辺 1 µmのスライドガ
ラス上のコロジオン膜の凹凸を示した．下図には，一辺 1 µmのスライドガラス上のコロジオン膜
の高さの分布を示した．
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図 5.1.5 スライドガラス表面のコロジオン膜の厚さ
Figure 5.1.5 A thickness of collodion film on the slide glass surface
AFMによるコロジオン膜の厚さの計測．スライドガラス表面に形成されたコロジオン膜表面に
傷を付けることで，ガラス表面からコロジオン膜表面までの高さを計測した．上図には，傷のある
コロジオン膜の凹凸を示した．下図には，一辺 3 µmの範囲のコロジオン膜表面およびスライドガ
ラス表面の高さの分布を示した．
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5.2 アクチン繊維とミオシンとの相互作用
アクチン繊維とミオシンとの作用位置を明らかにするために，前節で述べられ
たアクチン繊維の高さ推定方法を利用してアクチン繊維の三次元位置変化を調べ
た．計測されたアクチン繊維の高さの変動が運動に依るものであること，および
高さが低い場合にミオシンと作用していることを明らかにするために，ATP存在
下で滑り運動しているアクチン繊維とATP非存在下で滑り運動していないアクチ
ン繊維とで高さの変動を比較した．また，ATP存在下で滑り運動しているアクチ
ン繊維の高さを含む三次元位置座標の時間変化から，アクチン繊維とミオシンと
の相互作用位置を推定した．
5.2.1 滑り運動しているアクチン繊維の高さ変動
再構成運動系において，ATP存在下でHMM上を滑り運動しているまだら標識ア
クチン繊維をエバネッセント照明下で観察した．顕微鏡像からアクチン繊維の蛍光
標識部位の軌跡を解析した．その結果，アクチン繊維の蛍光標識部位は図 5.2.1(a)
に示されるような軌跡でHMM上を移動し，図 5.2.1(b)に示されるようにガラス面
から離れた位置で上下に揺らぎながら運動していた．このとき，図 5.2.3に見られ
るように，アクチン繊維の蛍光標識部位は，ガラス面から 150 nmの高さで上下に
揺らぎながら時々HMMヘッドの高さと同程度の 80～90 nmの高さに下降してい
た．この高さの変動の大きさは，スライドガラス表面およびコロジオン膜表面の
凹凸に比べて十分に大きかった．また，アクチン繊維の滑り運動速度は，図 5.2.2
に示されるようにATP濃度の増大に伴って増大した．これは，一般的に知られて
いるアクチン繊維の滑り運動速度の増加傾向と一致した．
滑り運動するアクチン繊維の高さ方向の変動を定量化するために，まだら標識
アクチン繊維の蛍光標識部位と同程度の長さに断片化した全標識アクチン繊維を
用いて運動観察と軌跡の解析を行った．その結果，断片化されたアクチン繊維も
また高さ方向に大きく揺らぎながら滑り運動し，また高い位置から低い位置への
下降現象も観察された．この断片化されたアクチン繊維の高さの分布を解析した
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結果，図 5.2.4に示されるように，高さの分布はおよそ 70 nmとおよそ 150 nmの
2つのピークを示した．その分布の面積比は，およそ 70 nmのピークを持つ分布
に対しておよそ 150 nmのピークを持つ分布の方が 4倍程度大きかった．
加えて，断片化されたアクチン繊維をHMM上に固定して，観察サンプルを移
動操作したときの蛍光標識部位の移動速度と輝度との関係を調べた．これにより，
滑り運動しているアクチン繊維の高さの変動が滑り運動速度に依存して生じた現
象でないことを確認した．その結果を図 5.2.1に示す．この図では，アクチン繊維
の蛍光標識部位が停止しているときの輝度を 1として，各移動速度の輝度を正規
化した．この図から示されるように，アクチン繊維の蛍光標識部位の移動速度に
依存せずにアクチン繊維の蛍光標識部位の輝度はほぼ一定であった．
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(a)
(b)
図 5.2.1 滑り運動しているアクチン繊維の運動の軌跡
Figure 5.2.1 The trajectory of each marker spot on an actin filament during sliding
movement in a reconstruction motility assay system
再構成運動系において，0.1 mM ATP存在下で HMM上を滑り運動しているまだら標識アクチン
繊維の蛍光標識部位の運動の軌跡．(a)二次元平面上での軌跡，一般的に知られているアクチン繊
維の運動の軌跡と類似した軌跡を示す．(b)三次元空間内での軌跡，ガラス面から離れた位置を上
下に揺らぎながら運動していた．
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図 5.2.2 アクチン繊維の滑り運動速度のATP濃度依存性
Figure 5.2.2 The relationship between the ATP concentration and the sliding ve-
locity of actin filament
再構成運動系で滑り運動しているアクチン繊維の滑り運動速度のATP濃度依存性．一般に知られ
ているアクチン繊維の滑り運動速度の増大傾向と同様の傾向が見られた．
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図 5.2.3 滑り運動するアクチン繊維の高さの時間変化
Figure 5.2.3 The time development of height of a sliding actin filament
再構成運動系で滑り運動しているアクチン繊維の高さの時間変化．ガラス面から 150 nmの高さ
で上下方向に揺らぎながら，時々80～90 nmの高さに下降する現象が見られた．
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図 5.2.4 滑り運動する断片化されたアクチン繊維の高さの分布
Figure 5.2.4 Histgram of height of the sliding fragmented actin filaments
再構成運動系で滑り運動している断片化されたアクチン繊維の高さのヒストグラム．断片化され
たアクチン繊維は，長いアクチン繊維と同様に上下に揺らぎながら滑り運動していた．高さの分布
はおよそ 70 nmとおよそ 150 nmの 2つのピークを示した．その分布の面積比は，およそ 70 nm
のピークを持つ分布に対しておよそ 150 nmのピークを持つ分布の方が 4倍程度大きかった．
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図 5.2.5 滑り運動するアクチン繊維の輝度の運動速度依存性
Figure 5.2.5 The relationship between intensity and sliding velocity of the sliding
actin filaments
断片化されたアクチン繊維を HMM上に固定し，サンプルスライドを移動操作した．移動速度が
0の時のアクチン繊維の輝度を 1として，各移動速度でのアクチン繊維の輝度を正規化した．図に
示されるように，アクチン繊維の輝度は運動速度に依存せずにほぼ一定であった．
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5.2.2 滑り運動していないアクチン繊維の高さ変動
再構成運動系においてATP非存在下で滑り運動していないまだら標識アクチン
繊維を観察した．滑り運動していないアクチン繊維の蛍光標識部位は，ほぼ一定
の位置で揺らいでいた．また，高さの時間変化は図 5.2.6に示されるように，ガラ
ス面から 60～300 nmの高さで上下に変動していた．このとき，滑り運動している
アクチン繊維で観察されたようなアクチン繊維の高い位置から低い位置へ下降す
る現象は観察されなかった．加えて，図 5.2.7に示されるように，滑り運動してい
ない断片化アクチン繊維の高さは単一ピークを持つ分布を示した．
滑り運動していないアクチン繊維の高さ変動について，高さの平均値と標準偏
差との関係を調べた．その結果，図 5.2.8に示されるように，高さの平均値の増大
に伴ってその標準偏差も増大する傾向にあった．また，アクチン繊維の高さの平
均値が最低となるおよそ 70 nmの高さはガラス面に固定されたHMMのヘッドの
高さ程度であり，そのときの標準偏差の 20 nmの大きさはHMMのヘッドの稼動
範囲程度であった．
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図 5.2.6 滑り運動していないアクチン繊維の高さの時間変化
Figure 5.2.6 The time development of height of a non-sliding actin filament
再構成運動系で滑り運動していないアクチン繊維では，高さ 60～300 nmの範囲で上下に揺らい
でいた．また，滑り運動しているアクチン繊維で観察された高い位置から低い位置への下降現象が
見られなかった．
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図 5.2.7 滑り運動していない断片化されたアクチン繊維の高さの分布
Figure 5.2.7 Histgram of height of the non-sliding fragmented actin filaments
再構成運動系で滑り運動していない断片化されたアクチン繊維の高さのヒストグラム．断片化され
たアクチン繊維は，長いアクチン繊維と同様に上下に揺らいでいた．高さの分布はおよそ 100 nm
の高さにピークを持つ単一の分布を示した．
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図 5.2.8滑り運動していないアクチン繊維の高さの平均値とその標準偏差との関係
Figure 5.2.8 The relationshipe between average of height and variance of height
on the non-sliding actin filaments
滑り運動していないアクチン繊維の高さ変動は，高さの平均値の増大に伴ってその標準偏差も増
大する傾向にあった．また，アクチン繊維の高さの平均値が最低となるおよそ 70 nmの高さはガ
ラス面に固定された HMMのヘッドの高さ程度であり，そのときの標準偏差の 20 nmの大きさは
HMMのヘッドの稼動範囲程度であった．
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5.2.3 アクチン繊維とミオシンとの相互作用位置の推定
アクチン繊維の高さの変動からアクチン繊維とミオシン (HMM)との相互作用
位置を推定した．図 5.2.9に 0.1 mM ATP存在下で滑り運動するまだら標識アクチ
ン繊維上の二点の蛍光標識部位の高さの時間変化を示す．この二点の蛍光標識部
位間の距離は 1.65 µm，アクチン繊維の滑り運動速度はおよそ 3 µm/secであった．
二つの蛍光標識部位の高さの時間変化の関係性を明らかにするために，二つの蛍
光標識部位間の高さの相互時間相関を求めた．その結果，図 5.2.10に示されるよう
に，およそ 0.55 sec周期で正の弱い相関が見られた．ここで，およそ 3 µm/secで
滑り運動するアクチン繊維が 1.65 µmを移動するために要する時間はおよそ 0.55
secであり，正の弱い相関が見られる周期と一致した．
次に，アクチン繊維とミオシンとの相互作用部位を推定するために，二つの蛍
光標識部位間の高さの相互空間相関を求めた．その結果，図 5.2.13に示されるよ
うに，二つの蛍光標識部位の軌跡が重なる位置で正の高い相関が示す傾向が見ら
れた．また，アクチン繊維の蛍光標識部位の高さが低い位置にあるときに，前述
の相関値が高い傾向にあった．ここで，図 5.2.11および図 5.2.12のようにアクチ
ン繊維の蛍光標識部位の高さが低い位置を示すXY空間座標をDrop Pointと定義
すると，Drop Pointと二つの蛍光標識部位間の相互相関との関係は図 5.2.13のよ
うになった．また，Drop Pointが生じる時間間隔は，ATP濃度が上昇するにつれ
て減少する傾向にあった．
83
Doctor’s Thesis at Future University Hakodate, 2011 Itsuki KUNITA
図 5.2.9 1本のアクチン繊維上ある二つの蛍光標識部位の高さの時間変化
Figure 5.2.9 The time developments of height on each marker spots along an actin
filament
0.1 mM ATP存在下で滑り運動する 1本のアクチン繊維上にある二つの蛍光標識部位の高さの時
間変化．二つの蛍光標識部位間は 1.65 µmである．
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図 5.2.10 1本のアクチン繊維上にある二つの蛍光標識部位の高さの時間相関
Figure 5.2.10 The time correlation between heights on marker spots along an actin
filament
1本のアクチン繊維上にある二つの蛍光標識部位間の高さの相互時間相関．およそ 0.55 sec周期
で正の弱い相関が見られた．
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(a)
(b)
図 5.2.11 アクチン繊維の高さ変動におけるDrop Point
Figure 5.2.11 The drop points on the height change of actin filaments
アクチン繊維の高さが高い位置から低い位置，再び高い位置へと移動する場合に，低い位置にあ
るXY座標をDrop Pointとした．この図では，Drop Pointが生じるときの時刻とそのときの位置
を黒丸で示した．
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図 5.2.12 アクチン繊維の高さ変動におけるDrop Pointと運動の軌跡
Figure 5.2.12 The drop points and trajectories on the height change of actin fila-
ments
図中の赤と青の実線は，それぞれアクチン繊維上の 2つの蛍光標識部位 Spot 1および Spot 2の
運動の軌跡を示す．また，黄色と緑色のサークルはそれぞれ Spot 1と Spot 2の Drop Pointを示
す．二つの蛍光標識部位の軌跡が重なる位置に Drop Pointが生じる傾向にあった．
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図 5.2.13 1本のアクチン繊維上にある二つの蛍光標識部位の高さの空間相関
Figure 5.2.13 The space correlation between heights on marker spots along an
actin filament
1本のアクチン繊維上にある二つの蛍光標識部位の高さの空間相関．図中の赤色と青色のグラデー
ションは任意の座標における相関値を示す．また，黄色と緑色のサークルは，それぞれアクチン
繊維上の 2つの蛍光標識部位 Spot 1と Spot 2の Drop Pointを示す．正の相関が見られる位置と
Drop Pointが一致していることがわかる．
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5.3 滑り運動しているアクチン繊維の形状変化
アクチン繊維の滑り運動がアクチン繊維に沿った分子間の近接相互作用によっ
て生じていることを明らかにするために，再構成運動系で滑り運動するアクチン
繊維の骨格形状の時間変化と滑り運動との関係を調べた．アクチン繊維の骨格形
状の空間分解能は顕微鏡画像の解像度と同程度の 40× 40 nm，時間分解能はCCD
カメラの分解能と同様の 1/30 秒であった．
5.3.1 滑り運動しているアクチン繊維の先端と後端の変動
再構成運動系で滑り運動するアクチン繊維の先端と後端の運動方向の転換を調
べた．ここで，アクチン繊維の進行方向の端を先端，進行方向とは逆方向の端を
後端とした．その結果，図 5.3.1-5.3.3に示されるように，アクチン繊維の先端と
後端のそれぞれの屈曲角度の時間変化は ATP濃度が増大するに伴って減少した．
つまり，低ATP濃度ではアクチン繊維は頻繁に方向転換を行いながら滑り運動し，
高ATP濃度ではアクチン繊維はまっすぐに滑り運動する傾向が見られた．このと
き，アクチン繊維は一般的に知られているようなATP濃度の増大に伴う滑り運動
速度の上昇を示した．また，それぞれのATP濃度について屈曲角度の時間変化を
先端と後端とで比較すると，後端の屈曲角度の変化が先端の屈曲角度の変化に比
べて大きな値をとることが多く見られた．さらに，その先端と後端の屈曲角度の
変化の差は，ATP濃度の増大に伴って大きくなる傾向にあった．すなわち，滑り
運動速度が上昇するにつれて繊維全体の屈曲は減少するものの，繊維の後端側は
屈曲を残しつつ先端は比較的直線に近づく傾向がみられた．
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図 5.3.1 滑り運動しているアクチン繊維の運動の軌跡と端点の角度の変化
([ATP]=0.02 mM)
Figure 5.3.1 The trajectory of a sliding actin filament and the angle change on the
end points ([ATP]=0.02 mM).
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図 5.3.2 滑り運動しているアクチン繊維の運動の軌跡と端点の角度の変化
([ATP]=0.20 mM)
Figure 5.3.2 The trajectory of a sliding actin filament and the angle change on the
end points ([ATP]=0.20 mM).
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図 5.3.3 滑り運動しているアクチン繊維の運動の軌跡と端点の角度の変化
([ATP]=2.00 mM)
Figure 5.3.3 The trajectory of a sliding actin filament and the angle change on the
end points ([ATP]=2.00 mM).
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5.3.2 滑り運動しているアクチン繊維の骨格形状の時間変化
再構成運動系で滑り運動するアクチン繊維の骨格形状の時間変化を調べ，キモ
グラフで表現した．キモグラフは横軸を時刻，縦軸をアクチン繊維の先端からの
距離，濃度を屈曲角度とした．この濃度が高濃度であるほどに，アクチン繊維が
大きく屈曲していることを示す．また，高濃度のピクセルからなる斜線の傾きは
屈曲伝播速度を意味し，右上がりとなっている場合は先端から後端へ向かう屈曲
の伝播，右下がりの場合は後端から先端へ向かう伝播を意味する．さらに，濃度
の薄いエリアは，屈曲角度が変化していない部位を意味する．一般的に，この部
位はほぼ直線である．
アクチン繊維の骨格形状変化のキモグラフを図 5.3.4-5.3.6に示す．これらの図
には，滑り運動中のアクチン繊維上に起きている非常に複雑な屈曲パターンの生
成が見られた．これらのパターンには，ATP濃度に依存した変化が見られた．強
い斜線の傾きが示す屈曲の伝播速度は，いずれもそれぞれのATP濃度で観測され
る平均的な滑り速度のおよそ二倍程度であった．さらに顕著に大きな屈曲角度の
伝播に着目すると，ATP濃度が高く滑り運動が速い場合，屈曲はアクチン繊維の
進行方向とは逆方向に伝播する傾向にあった．一方，ATP濃度が低く滑り運動が
遅い場合には，進行方向と同じ方向に伝播する傾向にあった．そのような傾向の
一方で，屈曲モードの切り替えのような複雑な現象も見られた．例えば，図 5.3.6
において後端から先端へ向かう 1 µm/sec程度の屈曲波が，観測開始後 0.5～2.0 秒
にかけて先端で反射して先端から後端に向かう 5 µm/sec程度の屈曲波へ切り替わ
る様子が記録された．また，図 5.3.6において後端から先端へ向かう 4 µm/sec程
度の屈曲波が，観測開始後 1.5 秒付近で反射して先端から後端へ向かう 6 µm/sec
程度の屈曲波へと切り替わる様子が記録された．また，ここでは複数進行してき
た屈曲波が反射して方向が入れ替わった後にほぼ一つの屈曲波にまとまり，その
後繊維全体が屈曲することなく運動を継続した．
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図 5.3.4 アクチン繊維の形状変化を示すキモグラフ ([ATP]=0.02 mM)
Figure 5.3.4 The kymograph of transformation on a sliding actin filament
([ATP]=0.02 mM)
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図 5.3.5 アクチン繊維の形状変化を示すキモグラフ ([ATP]=0.20 mM)
Figure 5.3.5 The kymograph of transformation on a sliding actin filament
([ATP]=0.20 mM)
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図 5.3.6 アクチン繊維の形状変化を示すキモグラフ ([ATP]=2.00 mM)
Figure 5.3.6 The kymograph of transformation on a sliding actin filament
([ATP]=2.00 mM)
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第6章 考察
本研究は，生物の自己組織的な秩序形成のメカニズムを理解するために，筋収
縮を担うタンパク質であるアクチンとミオシンとの相互作用によって生じる滑り
運動メカニズムを明らかにすることを目的とした．また，タンパク質の運動メカ
ニズムから，生物のような自由度と可制御性の両者を兼ね備えた機械設計に有効
な示唆を与えることを期待した．
本論文では，アクチン繊維の滑り運動メカニズムについて，ひずみ伝播モデルを
提案する．このモデルの概略をここで説明する．アクチン繊維の滑り運動のために
必要とされるエネルギーは，ミオシンによるATP加水分解によって得られる．ミ
オシンは，ATP加水分解に伴ってミオシンヘッドもしくはミオシンヘッドのネッ
ク部位の構造変化を生じる．つまり，ATPの加水分解エネルギーはミオシンの構
造ひずみとしてミオシンの内部に蓄えられる．このミオシンの構造ひずみの解消
に伴って，アクチン繊維の変形つまり構造ひずみが生じる．そして，アクチン繊
維の構造ひずみはアクチン繊維に沿ってひずみが伝播することによって解消され，
その過程でアクチン繊維が運動すると考える．このATP加水分解からの一連のプ
ロセスでアクチン繊維が運動するモデルをひずみ伝播モデルとした．
一般的に知られているレバーアームモデルとルースカップリングモデルは，ミ
オシンの構造ひずみの解消に伴ってアクチン繊維が運動すると説明している．そ
して両者の違いは，ミオシンの構造ひずみの解消過程が一回で生じるか数回に分
けられて生じるかという点にある．ここで提案するひずみ伝播モデルでは，ミオ
シンの構造ひずみの解消のプロセスの詳細を明らかにするものではない．ミオシ
ンの構造ひずみがアクチン繊維の運動ではなく構造ひずみに移行し，運動自体は
アクチン繊維の構造ひずみの解消過程で生じると考えるものである．
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アクチン繊維の滑り運動について，ひずみ伝播モデルで述べられるアクチン繊
維の構造ひずみの解消過程とそこで必要とされる要件を本章で論じる．はじめに，
アクチン繊維の運動の詳細を調べるための測定系の開発，およびアクチン繊維の
構造ひずみを検出するための解析方法の導入について述べる．次に，アクチン繊
維の滑り運動で生じている現象を詳細に検証する．それから，アクチン繊維の滑
り運動を簡単なモデルで近似し，アクチン繊維の滑り運動で見られる屈曲の伝播
に必要な要件を整理する．最後に，アクチン繊維の滑り運動機構から得られた秩
序形成の仕組みから自由度と可制御性を備えた情報処理システムの構築への応用
について述べる．
98
Doctor’s Thesis at Future University Hakodate, 2011 Itsuki KUNITA
6.1 アクチン繊維の運動に関わる新しい測定方法の開発
生物の分子レベルの作用機構は，主に化学的な計測で得られた事実と顕微鏡観
察によって得られた構造との関係から説明されてきた．加えて，近年では，細胞
内での化学反応場の特定と化学反応の進行を同時に測定することによって，分子
レベルの作用機構をより直接的に解明する試みがなされている．また，対象の形
状や化学反応場の位置をより明確にするために，対象を立体で捉える試みがなさ
れている．そこでは，計測目的や計測対象に合わせた様々な顕微鏡やビデオカメ
ラが開発・改良され，新しい測定方法が実現されてきた．
生物学では，タンパク質は生物の細胞や細胞小器官の機能発現の物質的基盤で
あるため，タンパク質の構造と機能との関係が多く調べられている．電子顕微鏡
は，ナノスケールの空間分解能を持つため，タンパク質の立体構造や細胞内での
分布を調べるために用いられている．しかしながら，タンパク質が細胞や溶液中
で動的に変化しながら機能するにもかかわらず，電子顕微鏡は高解像度を得るた
めに静的な条件下でなければタンパク質を観察することができない．そこで，生
きた細胞内でのタンパク質の反応場や反応過程を明らかにするために，いくつか
の顕微鏡が開発された．具体的には，第 2章の関連研究で述べた蛍光顕微鏡，全反
射型蛍光顕微鏡，共焦点レーザー顕微鏡，高速原子間力顕微鏡などが挙げられる．
これらの顕微鏡を用いて，アクチン繊維の滑り運動メカニズムや他の運動性タ
ンパク質の分子メカニズムが多く調べられている．蛍光顕微鏡と全反射型蛍光顕微
鏡は，蛍光物質を用いて間接的にタンパク質の位置や反応性を調べることに用い
られる．Yanagidaらは，全反射型蛍光顕微鏡とナノイメージング技術などを用い
て，ミオシンがアクチン繊維に沿って 5.5 nmのステップで一方向に運動すること
などを示した [K9]．共焦点レーザー顕微鏡では，対象を三次元空間で捉えるため
に用いられる．Higuchiらは，共焦点レーザー顕微鏡を用いて，細胞内でモーター
タンパク質による物質輸送において，ステップ上に物質の輸送が進行することを
明らかにした [H14]．また，高速原子間力顕微鏡では，物質表面の凹凸を分子レベ
ルで捉えるために用いられる．Koderaらは，高速で物質表面を走査可能な高速原
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子間力顕微鏡を開発し，ミオシンVがATP加水分解に伴ってヘッドを振り子のよ
うに振りながら一方向に運動するする様子を観察した [K11]．
このように，新しい顕微鏡の開発によって，一分子レベルでのタンパク質の位
置変化や反応過程の詳細を調べることが可能となり，多くの新しい知見が得られ
ている．加えて，情報技術の発展に伴って顕微鏡画像の取得や解析の技術が発達
し，膨大なデータを短時間でより正確に処理することが可能となってきた．つま
り，新しい測定方法や解析方法の実現は，対象をこれまでとは異なる側面から捉
えることを可能にして，新しい知見や事実をもたらし得ると言える．
そこで，本研究では，アクチン繊維の滑り運動をより詳細に調べるために，新し
い計測方法の開発と運動評価方法の導入を行った．新しい計測方法は，全反射型
顕微鏡を用いたアクチン繊維の滑り運動画像からアクチン繊維の一部について三
次元の位置変化を明らかにするものである [K14]．また，新しい運動評価方法は，
生理学などで用いられる波動運動の記録法であるキモグラフを用いてアクチン繊
維の形状変化を評価するものである [K15]．
アクチン繊維の三次元位置の計測方法の開発
アクチン繊維の三次元の位置変化を捉えるためには，通常の蛍光顕微鏡を用い
た観察で得られる二次元の位置情報に加えて，ガラス面に垂直な方向である高さ
方向の情報が必要となる．そのため，蛍光標識されたアクチン繊維の観察を全反
射型顕微鏡を用いて行った．
全反射型顕微鏡では，投射光の全反射面から数百 nmの領域に生じるエバネッセ
ント場で蛍光物質を励起することによりタンパク質を間接的に観察することがで
きる．このエバネッセント場は，投射光の全反射面から離れるにしたがってその
強度が指数関数的に減衰する特性を持つ．したがって，エバネッセント場にある
蛍光物質の蛍光輝度は，投射光の全反射面から離れるにしたがって指数関数的に
減衰することとなる．つまり，蛍光輝度を用いることによって，投射光の全反射
面からの距離を推定することが可能となる．
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実際に，Ishiiらは，ナノプローブに結合させた蛍光標識ミオシンを用いて，そ
の蛍光輝度が指数関数的に減衰することを示した [I2]．しかしながら，一分子の蛍
光物質の観察では，その輝度が低いこと，ブリンキングが生ずること，エバネッセ
ント場の偏波の影響を受けやすいことから蛍光輝度を安定して取得することが難
しい．そこで，本研究では，250～350個の蛍光物質からなる蛍光団の平均化され
た蛍光輝度を捉えることとした．具体的には，図 4.3.2に示されたように，0.8 µm
程度の蛍光標識アクチン繊維が繊維に沿って数箇所配置されたまだら標識アクチ
ン繊維を用いた．これは，アクチン繊維がアクチンモノマーの二重らせん構造体
である性質を利用した．つまり，0.8 µm程度のアクチン繊維の全てのアクチンモ
ノマーを蛍光標識することで，アクチン繊維の一部に 250～350個の蛍光物質を集
中的に標識することが可能となる．
また，蛍光顕微鏡を用いた蛍光測定では，蛍光物質が熱運動によって揺らいで
いるために，顕微鏡像で見られる蛍光輝度は二次元ガウス分布を示す．そのため，
蛍光輝度の二次元ガウス分布の平均値が蛍光物質の位置となる．この測定の分解
能は，およそ 5 nmであることが知られている [G1]．つまり，蛍光顕微鏡による観
察と顕微鏡像の画像解析とを組み合わせることによって，光学顕微鏡および取得
画像の分解能を超えた測定が可能となる．加えて，蛍光物質の蛍光輝度もまた，蛍
光輝度の二次元ガウス分布から求めることができる．本研究では，図 4.5.3に示し
たように，まだら標識アクチン繊維の蛍光標識部位について，その二次元ガウス
分布から平面における位置を推定するとともに，その位置での蛍光輝度を推定し
た．全反射型顕微鏡を用いた蛍光物質の測定では，この蛍光輝度がガラス面から
の距離に依存するために，アクチン繊維のガラス面からの距離を推定することが
可能となる．
次に，ガラス面に垂直な方向を高さ方向として，蛍光物質の輝度から高さを推
定する関数をエバネッセント場の理論と測定とから求めた．エバネッセント照明
下で観察されたアクチン繊維の高さ (h)は，スライドガラスの屈折率 (nh)，溶液
の屈折率 (nl)，レーザー光 (投射光)の波長 (λ)，レーザー光の入射角 (θ)，全反射
が生じる界面での蛍光標識アクチン繊維の輝度 (I0)，観察された蛍光標識アクチ
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ン繊維の輝度 (E)に依存する．ここで，スライドガラスの屈折率，溶液の屈折率，
レーザー光の波長は測定システムに固有の値をとる．そのため，本測定システム
では，レーザー光の入射角，全反射面が生じる界面つまりガラス面での蛍光標識
アクチン繊維の輝度，観察された蛍光標識アクチン繊維の輝度が可変パラメータ
となる．
ガラス面での蛍光標識アクチン繊維の輝度は，ポリリジン処理されたスライド
ガラス表面に静電的相互作用によって固定された蛍光標識アクチン繊維の観察像
から求めた．本測定システムでは，蛍光標識アクチン繊維の輝度は高感度カメラ
の受光感度に依存するため，カメラノイズの影響がない感度でその値を固定して
計測を行った．その結果，ガラス面でのアクチン繊維の蛍光輝度の平均値は，観察
像を 8ビット分解能で取得した場合に 167.5であった．また，その標準偏差は輝度
の 10 %程度，高さに換算すると 10 nm程度であった．アクチン繊維の高さの変動
幅が 300 nm程度であったことから，蛍光団の輝度の揺らぎは測定に大きく影響し
ないと考えられる．加えて，観察中の蛍光標識アクチン繊維の輝度は，-0.56±0.18
%/secの速度で褪色した．アクチン繊維の観察時間はおよそ 10秒間であり，10秒
間での蛍光の褪色は 5.6 %程度で高さ変化に換算すると 5 nm程度となる．この変
化量もまた，アクチン繊維の変化幅の 300 nm程度に比べると小さいために測定に
大きく影響しないと考えられる．ガラス面での蛍光標識アクチン繊維の輝度はガ
ラス面の平面性に依存する．そのため，AFMを用いてガラス表面の凹凸を計測し
た．その結果，図 5.1.3～5.1.5に示されるように，ガラス表面の凹凸は±0.44 nm
であった．これもまた，アクチン繊維の変動幅に比べると非常に小さく，測定に
影響を与えないと考えられる．
レーザー光の入射角は，顕微鏡に搭載された全反射照明システムのレーザー光
の入射角調整用マイクロメータで制御することができる．しかしながら，対物レ
ンズとスライドガラス間のオイル，スライドガラス，スライドガラス表面の疎水
コート等を透過する本測定システムにおいて，その制御値が実測値と対応すると
は限らない．そこで，観察された蛍光標識アクチン繊維の蛍光輝度と高さとの関
係から，入射角制御値と実測値との対応関係を調べた．蛍光標識アクチン繊維の
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高さは，蛍光標識アクチン繊維をポリリジン処理された白金線に静電的相互作用
によって吸着させることによって操作された．その結果，図 5.1.1に示されるよう
に，蛍光標識アクチン繊維の輝度は，レーザー光の全反射面から離れるにしたがっ
て減衰した．この測定曲線は理論曲線と同様の減衰を示した．測定曲線と理論曲
線との差の二乗値が最小となるレーザー入射角は，51.98°であった (図 5.1.2)．こ
のときの測定曲線と理論曲線との相互相関値は 0.912256で正の強い相関があった．
また，測定で得られた入射角 51.98°は，レーザー光の入射角調整用マイクロメー
タの変位量から求められる入射角と同程度であった． これらの結果から，蛍光標
識アクチン繊維の輝度のみが高さを求めるためのパラメータとなるため，観察に
よって得られたアクチン繊維の蛍光輝度から高さを推定できることとなる．
このような蛍光標識アクチン繊維の蛍光輝度を利用した高さの推定方法を利用
して，再構成運動系におけるアクチン繊維の高さ変動を計測した．この計測では，
背景光を抑えることが重要となる．そのため，エバネッセント光の励起領域をア
クチン繊維の高さ変動と同程度とした．また，高感度カメラの感度を可能な限り
低く抑えることで，カメラの計測ノイズを低減すると共に背景光を抑えた．さら
に，遊離している蛍光物質や蛍光標識アクチン繊維による背景光の増大を抑える
ために，まだら標識アクチン繊維の調整に関して工夫を施した．まず，蛍光標識
アクチン繊維の蛍光標識部位を少数とした．また，まだら標識アクチン繊維の未
標識部位に蛍光物質であるTRITC-Phalloidinが混入することを防ぐために，未標
識部位の重合速度が速くなるようPhalloidinの濃度をTRITC-Phalloidinの 3倍量
とした．
滑り運動しているアクチン繊維の運動は，これまで二次元平面での運動のみが
調べられてきた．本測定は，測定方法の工夫と画像解析方法の導入によって，アク
チン繊維の高さ方向の位置情報を加えた三次元空間での運動を捉えることを可能
にした．これにより，滑り運動しているアクチン繊維の運動をより詳細に知るこ
とができる．この測定システムは次の 2点の特徴を持つことで，共焦点レーザー
顕微鏡や高速原子間力顕微鏡の三次元計測と異なる．1) 観察像をビデオカメラで
撮影するために，非侵襲的かつビデオレートでの計測が可能である．2) 蛍光団を
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用いた計測を行うことで，一分子レベルでの蛍光のブリンキング等の影響を最小
限に抑えて安定した計測ができる．
アクチン繊維の運動の新しい評価方法の導入
再構成運動系で滑り運動するアクチン繊維の観察像は，一般にアクチン繊維の
滑り運動速度の計測に用いられる．これは，アクチン繊維の滑り運動速度がミオシ
ンの活性を反映するので，ミオシンの活性を簡便に確認できるためである．しか
しながら，再構成運動系で滑り運動するアクチン繊維は滑り運動速度だけでなく，
運動に伴う形状変化を観察することができる．それにもかかわらず，アクチン繊維
の形状変化の詳細について調べられていることは少ない [G2][H4][H5][H6][O6]．そ
れには主に二つの理由があると考えられる．その一つは，アクチン繊維の滑り運
動がATP加水分解に伴う構造変化等のミオシンに依存して生じると考えられてい
る点である．もう一つは，アクチン繊維の形状解析のためには画像解析の手法を
必要とする点である．生物学の分野では，一般に市販されているもしくは公開さ
れているソフトウェアを使用して画像解析を行うために，顕微鏡像から得られる
情報に制約が生じる．そこで，本研究では，アクチン繊維の骨格形状を画像解析
によって抽出することにより，アクチン繊維の運動に伴う変化の詳細を明らかに
する．
蛍光顕微鏡で観察される蛍光物質は，熱運動しているために実際の大きさより
も大きく観察される．アクチン繊維の場合には，アクチン繊維の短軸方向の太さが
8 nm程度であるにも関わらず，顕微鏡像では 100 nm程度の太さとして観察され
る (図 4.3.1)．そのために，アクチン繊維の骨格形状を明らかにするためには，ア
クチン繊維に細線化処理を施すことによって線状化する必要がある．これにより，
顕微鏡像の解像度と同程度の 40 nmの空間分解能でアクチン繊維の骨格形状を調
べることができる．
また，時間と共に変化するアクチン繊維の骨格形状の詳細を検討するために，骨
格形状の時間変化をキモグラフで可視化した．キモグラフは，生理学などで筋肉
の収縮や心臓の拍動のような波動運動の記録法である．本研究では，アクチン繊
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維の特定の部位での屈曲角度の変化を波動運動と考えてキモグラフによる波動運
動の表示法を応用した (図 5.3.4-5.3.6)．また，屈曲角度の変化を色の濃淡で表現す
ることで，アクチン繊維の全ての部位での屈曲角度を同時に可視化することとし
た．これにより，アクチン繊維に沿って生じる屈曲の時間変化を検証することが
可能になった．
このアクチン繊維の形状変化をキモグラフを応用して可視化する方法は，顕微
鏡像の取得技術と画像解析の一般手法とを組み合わせることで実現される．
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6.2 滑り運動しているアクチン繊維の運動調節
アクチン繊維の滑り運動は，ATP加水分解エネルギーによって生じたミオシン
の構造ひずみが解消する過程で，アクチン繊維がミオシンと作用することに起因
する．ここで，アクチン繊維の滑り運動メカニズムを明らかにするためには，ミ
オシンの構造ひずみがアクチン繊維の運動に直接変換されるのか，もしくはアク
チン繊維の構造ひずみに移行した後に運動に変換されるかを知る必要がある．ま
た，アクチン繊維とミオシンとの作用の関係性を調べる必要がある．
アクチン繊維とミオシンとの作用部位，つまりアクチン繊維の力の作用点を知
るためには，アクチン繊維とミオシンとの両方の位置を同時に知ることが望まし
い．しかしながら，現在，アクチン繊維とミオシンとを同時に測定する観察系は
実現されていない．それは，ミオシンが蛍光標識によってATP分解活性を失う可
能性が高いことが主な理由である．また，蛍光標識されたミオシンをガラス面に
飽和密度で固定した場合に，視野全体が明るくなって個々のミオシンやアクチン
繊維を観察することができなくなるためである．また，蛍光標識されたATPを用
いてミオシンの位置を間接的に調べる方法もあるが，アクチン繊維の蛍光輝度が
高いためにATP一分子の蛍光を検出することは難しい．つまり，基本的には，ア
クチン繊維のみの観察が主となり，滑り運動しているアクチン繊維の力の作用点
を直接観察することは実現しがたいことと言える．
そこで，蛍光標識されたアクチン繊維の運動の様子から，力の作用点に関する
情報の抽出が行われてきた．その一つとして，再構成運動系で滑り運動する 1本
のアクチン繊維に働く作用点の数を減らすことで，ミオシンがATP一分子を加水
分解するときの作用でアクチン繊維が移動する距離が推定されてきた．
Uyedaらは，ミオシンを低密度にすることによって 1本のアクチン繊維に働く
作用点の数を減らし，ATP一分子あたりのアクチン繊維の移動距離が 28 nmであ
ることを推定した [U1][U2]．この移動距離はミオシンヘッドの可動域と同程度で
ある．そのため，Uyedaらは，ATP一分子を加水分解することで生じたミオシン
の構造ひずみがアクチン繊維の移動に直接反映されると考察した．つまり，アク
106
Doctor’s Thesis at Future University Hakodate, 2011 Itsuki KUNITA
チン繊維の滑り運動のメカニズムは，ミオシンのATP加水分解とアクチン繊維の
移動とが一対一で共役するレバーアームモデルで説明可能であるとした．
他方，Yanagidaらは，短いアクチン繊維を使用することによって 1本のアクチ
ン繊維に働く作用点の数を減らし，ATP一分子当たりのアクチン繊維の移動距離
が 150～200 nmであると推定した [Y3]．また，Yanagidaらは，ミオシンヘッド一
分子の ATP加水分解に伴う位置変化を直接計測し，ATP一分子の加水分解でミ
オシンがその可動域よりも大きな距離を移動することを明らかにした．これらの
結果から，Yanagidaらは，ATP加水分解とアクチン繊維の運動とは一対一で共役
しないと結論付けた．つまり，アクチン繊維の滑り運動のメカニズムは，ATP加
水分解によって生じたミオシンの構造ひずみが少しずつ解消される過程で運動が
生じるルースカップリングモデルで説明可能であるとした．
このように，レバーアームモデルとルースカップリングモデルとは，ATP加水
分解によって生じたミオシンの構造ひずみが直接アクチン繊維の運動に反映され
る点で共通の仕組みを持つ．それにもかかわらず，アクチン繊維に働く作用点の数
を減らした系での計測結果が異なったことは，アクチン繊維とミオシンとの作用
点の数の他にアクチン繊維の滑り運動に関与する要因が残されていることを示す．
ここで，両測定の相違点の一つはアクチン繊維の長さにある．一般に，再構成運
動系でのアクチン繊維の滑り運動速度は，アクチン繊維の長さに依存しないこと
が知られている．しかしながら，これはアクチン繊維の長さが 2～3 µmよりも長
い場合に限られる．アクチン繊維がそれよりも短い場合には，アクチン繊維の長
さの増大に伴って滑り運動速度も増大する．また，滑り運動しているアクチン繊
維の形状を観察すると，短いアクチン繊維であるほどに繊維形状は直線的である．
加えて，アクチン繊維の滑り運動速度の増大に先行して，ミオシンのATP加水分
解活性の増大が生じる [H1]．これらは，アクチン繊維の滑り運動メカニズムにつ
いて，ATP一分子の分解とアクチン繊維の運動とが一致しないことを示す．そし
て，アクチン繊維が滑り運動の実現に関与する要因である可能性を示す．
また，ATP分解活性の異なるミオシンを用いて，アクチン繊維の滑り運動速度
の変化に伴う繊維形状の変形が調べられた [C1]．その結果，アクチン繊維の滑り運
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動速度が急激に減速した場合にはアクチン繊維が変形し，アクチン繊維の滑り運
動速度が急激に加速した場合にはアクチン繊維は直線であることが示された．こ
れは，アクチン繊維の滑り運動速度を決める要因が，アクチン繊維が引っ張られ
る力よりも押される力にあることを示す．また，アクチン繊維が剛体ならばこの
ような現象は生じないと考えられることから，アクチン繊維が弾性体である可能
性が示唆された [D1][K5][I1][O2]．
ここで，アクチン繊維の滑り運動メカニズムについて，アクチン繊維が剛体であ
るか弾性体であるかは重要な問題の一つである．アクチン繊維が剛体ならば，アク
チン繊維の運動はミオシンの構造ひずみの解消に伴って生じると考えられる．他
方，アクチン繊維が弾性体ならば，ミオシンの作用を受けて生じたアクチン繊維
の構造ひずみの解消の過程でアクチン繊維が運動する可能性が考えられる．
そこで，本研究では，ミオシンの作用によって生じたアクチン繊維の変形の解
消に伴って運動が生じていると考え，アクチン繊維の運動と変形との関係を調べ
た．また，滑り運動しているアクチン繊維とミオシンとの作用の関係を明らかに
するために，アクチン繊維の滑り運動の詳細を調べた．
6.2.1 アクチン繊維とミオシンとの作用
アクチン繊維の滑り運動の詳細を調べるために，まだら標識アクチン繊維を用
いて三次元空間でのアクチン繊維の位置の時間変化を調べた．ここで計測された
アクチン繊維の滑り運動速度のATP濃度依存性は，一般に知られているそれと同
様の傾向を示した (図 5.2.2)．
ATP存在下でのまだら標識アクチン繊維の蛍光標識部位は，ガラス面から離れ
た位置で上下に揺らぎながら一方向に滑り運動していた (図 5.2.1)．このとき，ガ
ラス面からおよそ 150 nmの高い位置からおよそ 80～90 nmの低い位置に急降下
する現象が観察された (図 5.2.3)．この現象は，全標識アクチン繊維を短く断片化
したアクチン繊維の運動でも観察された．そして，その高さの分布は，およそ 80
nmの高さとおよそ 150 nmの高さに 2つのピークを示した (図 5.2.4)．その分布の
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面積比は，およそ 70 nmのピークを持つ分布に対しておよそ 150 nmのピークを
持つ分布の方が 4倍程度大きかった．
他方，ATP非存在下でのまだら標識アクチン繊維はおよそ 70～300 nmの高さ
で上下方向に揺らいでいた (図 5.2.6)．その高さの分布は正規分布を示したので，
この上下方向の揺らぎはブラウン運動であると考えられる (図 5.2.7)．また，アク
チン繊維の高さの平均値が低いほどに，その標準偏差は小さかった (図 5.2.8)．そ
して，アクチン繊維の高さの平均値が最低となるおよそ 70 nmの高さでの標準偏
差はおよそ 20 nmであった．この高さは，ミオシンの構造から推測されるミオシ
ンヘッドの高さと同程度であった．また，その標準偏差は，ミオシンヘッドの可
動域とほぼ同程度であった．これは，アクチン繊維の高さが 70 nm程度の時にミ
オシンと作用していることを示唆する．
加えて，まだら標識アクチン繊維と同程度の長さに断片化された全標識アクチン
繊維の蛍光輝度は，その移動速度に依存せずにほぼ一定の輝度を示した (図 5.2.1)．
これは，滑り運動しているアクチン繊維で計測された輝度の変化が，滑り運動速
度に依存して生じるものでないことを示す．言い換えれば，滑り運動しているア
クチン繊維で計測された輝度の変化は，アクチン繊維の高さの変化によって生じ
たものであると言える．さらに，ここで計測された高さの変動は，スライドガラ
ス表面の凹凸に比べて十分に大きな値であったために，輝度の変化は運動に伴っ
て生じたものであると考えられる．
次に，アクチン繊維の高さの変動からアクチン繊維とミオシンとの相互作用位
置を推定した．1本のまだら標識アクチン繊維の 2つの蛍光標識部位の相互時間相
関を求めた結果，およそ 0.55 secの周期で正の弱い相関が見られた (図 5.2.10)．こ
の 2つの蛍光標識部位間の距離はおよそ 1.65 µm，アクチン繊維の滑り運動速度は
3 µm/secであった．そして，3 µm/secで滑り運動するアクチン繊維が 1.65 µmを
移動するために要する時間は，およそ 0.55 secであった．これは正の弱い相関が
見られる周期と一致した．
また，1本のまだら標識アクチン繊維の 2つの蛍光標識部位の高さについて，相
互空間相関を求めた．その結果，アクチン繊維の蛍光標識部位の高さが低い位置
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を示すXY座標をDrop Pointと定義すると，Drop Pointと相互空間相関が高い位
置とが一致する傾向にあった (図 5.2.13)．一般に，1本のアクチン繊維はその部位
によりわずかに異なる軌跡を示すが，相互空間相関が高い位置ではその軌跡が一
致する傾向にあった．
これらの結果から，滑り運動しているアクチン繊維で観察された高い位置から
低い位置への下降現象は，ミオシンと離れた位置で揺らいでいたアクチン繊維が
低い位置へ移行することによって間欠的にミオシンと作用することを示唆する．
加えて，Drop Pointが生じる回数は，ATP濃度が 0.1 mMのときには 1秒間に
2～3回であった．この濃度でのHMMのATP分解活性は，2～3/sec/headであっ
た．そして，Drop Pointが生じる時間間隔はATP濃度の増大に伴って減少する傾
向にあった．その点においては，タイトカップリングで説明されるように，アクチ
ン繊維とミオシンとの作用が ATP加水分解に共役すると言える．しかしながら，
アクチン繊維がミオシンと 1回作用したことに伴う移動距離は，ルースカップリ
ングで説明されるようにミオシンヘッドの可動域を超えるものであった．
つまり，アクチン繊維はミオシンのATP加水分解に伴ってミオシンからの作用
を受けるが，その作用はアクチン繊維を直接移動させるものではない可能性を示す．
6.2.2 アクチン繊維の形状変化と運動
アクチン繊維の滑り運動メカニズムについて，アクチン繊維の構造ひずみの解
消に伴って運動が生じていることを明らかにする．そのために，再構成運動系で
滑り運動するアクチン繊維の骨格形状の時間変化を調べた．
アクチン繊維の先端と後端のそれぞれに関して，1/30秒間の移動距離と屈曲角
度の変化分とその時間変化を図 5.3.1～5.3.3に示した．それぞれの移動距離のグラ
フから，一般によく知られている滑り運動速度のATP濃度依存性と同様の滑り運
動速度依存性が確認できた．つまり，ここで示される結果は，本研究で準備され
たミオシンに特異的なものではないと言える．他方，それぞれの屈曲角度の時間
変化は，ATP濃度の増大に伴って減少した．低ATP濃度では，アクチン繊維が頻
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繁に方向転換を行いながら滑り運動し，高ATP濃度では比較的まっすぐでスムー
スに滑り運動することを示す．
さらに，それぞれのATP濃度において，屈曲角度の変化量を先端と後端とで比
較すると，後端の屈曲角度の変化量が先端の屈曲角度の変化量に比べて大きな値を
取ることが多かった．そして，その先端と後端との屈曲角度の変化量の差はATP
濃度が高くなるにつれて増大する傾向があった．すなわち，アクチン繊維の滑り
運動が速くなるにつれて繊維全体の屈曲は減るものの，繊維の後端側は屈曲を残
しつつ，繊維の先端側は比較的直線に近づく傾向が見られた．
次に，図 5.3.4～5.3.6に示したように，アクチン繊維の骨格形状の時間変化を調
べた．図に示されるように，アクチン繊維の局所に生じた屈曲がアクチン繊維に
沿って秒のオーダーでゆっくりと伝播する現象が観察された．その屈曲の伝播速
度は，いずれもそれぞれのATP濃度で観察される平均的な滑り運動速度のおよそ
2倍程度であった．また，アクチン繊維の屈曲角度の伝播方向もATP濃度に依存
した傾向が見られた．ATP濃度が高く，速く滑り運動しているアクチン繊維では，
滑り運動方向とは逆方向で屈曲が伝播する傾向にあった．他方，ATP濃度が低く，
ゆっくりと滑り運動しているアクチン繊維では，滑り運動方向と同じ方向に屈曲
が伝播する傾向にあった．これらの結果は，ここで観察された屈曲の伝播がアク
チン繊維の運動場の凹凸やミオシンの作用を受けて受動的に生じたものでないこ
とを示す．また，Hatoriらによって示されたアクチン繊維の横方向揺らぎとはス
ケールが異なるため，ここで計測された屈曲は横方向揺らぎとは異なるものであ
ると言える．
そのようなATP濃度に依存した傾向が見られる一方で，速く滑り運動している
アクチン繊維では，屈曲モードの切り替えのような複雑な現象やソリトン様の振
る舞いも見られた．例えば，図 5.3.6において後端から先端へ向かう 1 µm/sec程
度の屈曲波が，観測開始後 0.5～2.0秒にかけて先端で反射して先端から後端へ向
かう 5 µm/sec程度の屈曲波へ入れ替わる様子が観察された．また，図 5.3.6にお
いて，後端から先端へ向かう 4 µm/sec程度の屈曲波が，観測開始後 1.5秒付近で
反射して先端から後端へ向かう 6 µm/sec程度の屈曲波へと入れ替わる現象が観察
111
Doctor’s Thesis at Future University Hakodate, 2011 Itsuki KUNITA
された．ここでは，複数の規則的な周期で進行してきた屈曲波が反射して方向が
入れ替わった後にほぼひとつの屈曲波にまとまって，その後は繊維全体が屈曲す
ることなく運動を続ける現象も観察された．
ここで示されたように，アクチン繊維にはATP分解活性がないにもかかわらず，
ATP濃度すなわち滑り運動速度に依存した屈曲伝播パターンの変化が見られた．
これは，滑り運動に伴って，アクチン繊維の内部で運動に関連する変化が生じた
ことを示す．
6.2.3 アクチン繊維の運動調節のモデル化
再構成運動系で滑り運動するアクチン繊維について，測定から得られた結果は
次の 2つにまとめられる．アクチン繊維とミオシンとは間欠的に作用すること，お
よび滑り運動しているアクチン繊維ではその繊維に沿って屈曲を伝播することで
ある．これらは，アクチン繊維の内部で生じている屈曲がミオシンの直接作用で
はなく，ミオシンからの作用を受けてアクチン繊維の内部で自己組織的に生じた
可能性を示す．また，アクチン繊維が滑り運動に直接関与することを示唆する．そ
こで，アクチン繊維の屈曲伝播モデルから，アクチン繊維の屈曲伝播に必要な要
件を明らかにする．
図 6.2.1に示されるように，アクチン繊維をアクチンモノマーがバネで連結され
ている一次元弾性体モデルで近似した．この一次元弾性体は外部作用によってひ
ずみを生じ，そのひずみは三角関数の加減算となる．ここでは，簡便に，ひずみ
を正弦波で近似した．また，バネは線形項と三次の非線形項を持つ非線形バネと
した．このとき，あるユニット間の角度変化は，以下の式で近似される．
d2θj
dt2
= (Mj+1 −Mj) + n · sin(θj)
Mj = Kl(θj − θj−1) +Kn(θj − θj−1)3
ここで，jはユニット番号，θjはユニット間の屈曲角度，Mjは結合バネの復元
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モーメント，nは外部作用，KlとKnはそれぞれバネ定数を示す．
このモデルについて，ルンゲクッタ法を用いた数値計算から，屈曲角度の時間
変化を求めた．その結果，図 6.2.2に示されるように，100個のユニットを非線形
バネで連結された場合に，局所的に滑り運動しているアクチン繊維で見られた屈
曲伝播と同様の現象が生じた．同様の数値計算を条件と初期値を変えて行った結
果，一次元弾性体モデルでアクチン繊維と同様の屈曲伝播が生じるためには以下
の 3つの条件が満たされる必要があった．1) ユニットが外部から受ける作用が間
欠的であること，および不応期があること，2) ユニット間の結合に非線形性があ
ること，3) ユニット間の結合が弱いことである．
これらの条件は，アクチン繊維の滑り運動についてそれぞれ次のように対応す
る．1) アクチン繊維がミオシンから受ける作用が間欠的であること．これは，本
研究で計測されたように，実際に滑り運動するアクチン繊維で確認されている事
実である．2) アクチンモノマーもしくはアクチン分子間の結合に非線形性がある
こと．アクチンは非対称な構造を持つ分子であり，その構造に非線形性があると
言える．3) アクチン分子間の結合が弱く，アクチン繊維が柔軟な構造を持つこと．
アクチンの重合は静電的相互作用による弱い結合である．また，アクチン繊維は
溶液中で水分子の熱運動を受けてブラウン運動するほどに柔らかい構造を有して
いる．これらの特徴は，アクチン繊維の内部で屈曲の伝播が生じるためには，ア
クチン繊維が弾性体であること，およびアクチン繊維とミオシンとの作用が間欠
的であることが必要要件となることを示している．
このアクチン繊維の屈曲伝播モデルから得られた結果は，村瀬らによる精子の
鞭毛の屈曲伝播モデルで生じる現象と類似する [M3][M4][M5][M6]．精子の運動を
担うタンパク質であるダイニンの集合体である鞭毛の運動のモデルについて，ダ
イニンの滑り量や滑り方向による活性化スイッチを切り替える分子レベルのモデ
ルから構築されている．そして，そのモデルによって，鞭毛内部の不均一性の存
在が持続的な刺激となって，興奮性素子集団に定常的な伝播波が生じることを示
した．アクチン繊維の屈曲伝播もまた，ミオシンとの作用によって生じた繊維構
造の不均一性が刺激となって内部の屈曲波動伝播が生じたと考えることができる．
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この二つモデルが示す様態は，神経膜における電気的興奮波動伝播や化学反応
系における化学波動と類似した仕組みを示す．アクチン繊維や鞭毛を興奮性素子
の一次元集合体とみなした場合，外部刺激や内部構造の不均一性が刺激となって
力学的興奮波動伝播がトリガーされると考えることができる．
これらの結果から，アクチン繊維の滑り運動はミオシンからの直接作用による
ものではなく，アクチン繊維の構造ひずみの解消に伴って生じる可能性が示唆さ
れる．
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図 6.2.1 アクチン繊維の一次元弾性体モデル
Figure 6.2.1 One-dimensional elastic body model for an actin filament.
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図 6.2.2 一次元弾性体モデルで生じる屈曲伝播
Figure 6.2.2 The winding propagation of one-dimensional elastic body model.
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6.3 アクチン繊維の運動調節とその応用
本論文では，アクチン分子間およびアクチンとミオシンとの近接作用という分
子レベルの要素の関係性から，アクチンの集合体であるアクチン繊維の運動モデ
ルを構築した．具体的には，滑り運動しているアクチン繊維で屈曲の伝播が生じ
ること，およびその発生にはアクチン繊維とミオシンとの作用の間欠性と不応期，
およびアクチン繊維の非線形性と柔軟性が必要であることを示した．そして，そ
の結果から，アクチン繊維がミオシンの作用を受けて構造ひずみを生じて，その
解消の過程で運動する可能性を示唆した．ここでは，このアクチン繊維の構造ひ
ずみの伝播をより詳細に検討する．また，アクチン繊維の滑り運動メカニズムを
元に，生物のような仕組みを有するシステム設計への応用の示唆を検討する．
アクチン繊維の構造ひずみ
アクチンモノマーは 4つのドメインから構成されており，これらのドメインは
相対位置や相対角度を変化させる．アクチン繊維が持つ繊維長の 0.8 %程度の伸縮
性は，この分子構造の揺らぎに依ると考えられる．この揺らぎの要因は，主にア
クチンモノマー内部の疎水性相互作用などの弱い相互作用が要因であることが知
られている．アクチン繊維は，アクチンモノマー間が弱い相互作用によって結合
された重合体である．そのため，アクチンモノマーの揺らぎと同様に，アクチン
モノマー間の結合にも揺らぎが生じていると考えられる．つまり，アクチン繊維
においては，構成要素であるアクチンモノマーとアクチンモノマー間の結合との
両者で構造ひずみとその解消が絶えず生じていることになる．
このような構造ひずみの発生にも関わらず，溶液中でアクチン繊維は一方向に
運動しない．これは，発生した構造ひずみが小さい可能性や，アクチン繊維がそ
の構造ひずみやその解消を統合する機構を持たない可能性が考えられる．言い換
えれば，アクチン繊維が一方向に運動することは，大きな構造ひずみが生じた可
能性や，アクチン繊維がその構造ひずみやその解消を調節する機構を持つ可能性，
ミオシンなどの外部のものによって移動されている可能性が考えられる．ここで，
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アクチン繊維の複数箇所で構造ひずみが生じることや，ミオシンに比べてアクチ
ン繊維が非常に大きいことを考えるならば，ミオシンなどの外部作用によって移
動させられているとしてもアクチン繊維がそれらの外部作用を協調している可能
性が高いと考えられる．従って，滑り運動しているアクチン繊維で観察されたア
クチン繊維の内部での屈曲伝播は，アクチン繊維の内部に構造ひずみを調節する
機構があることを示唆する．
滑り運動しているアクチン繊維の屈曲伝播速度は，アクチン繊維の滑り運動速
度の増大に伴って増大した．また，滑り運動速度の増大に伴ってアクチン繊維が
真っ直ぐになる傾向が見られた．これらの結果は，Shimoらによって示唆された滑
り運動しているアクチン繊維で滑り運動速度に依存して繊維の硬さが変化する可
能性 [S3]を支持する．このアクチン繊維の硬さ変化の要因には，アクチンモノマー
間の結合強度の増大やアクチン繊維周辺の水分子の活性が考えられる．Suzukiら
は，アクチン繊維はミオシンと結合することによって，結合部位周辺の水分子の
活性化する性質を持つことを述べている [S7]．これは，アクチン繊維の内部に屈
曲が生じやすい部位と生じにくい部位とが共存することを示す．
このように，アクチン繊維にはその内部，内部の結合，その周囲など様々な関
係性の中にひずみの発生や異方性の要因が内在する．本研究で計測された屈曲の
明確な要因を特定することはできないが，屈曲の時空間スケールが内部の構造ひ
ずみのスケールに比べて大きいために，アクチンモノマー間の結合や周囲との関
係性に要因があると考えられる．
アクチン繊維とミオシンとの作用の間欠性と屈曲伝播
滑り運動しているアクチン繊維の屈曲伝播では多様なパターンが観察された．こ
の多様な屈曲伝播パターンは，アクチン繊維の局所に生じた屈曲を起点とする．こ
の局所に生じた屈曲は，滑り運動していないアクチン繊維で観察された屈曲より
も強いものであった．つまり，この局所に生じた屈曲は，ミオシンのATP加水分
解に伴う作用によって生じたと考えられる．
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また，滑り運動していないアクチン繊維では，滑り運動しているアクチン繊維
に比べて弱いものの屈曲が所々で生じていた．しかしながら，それらの屈曲の伝
播は見られなかった．この結果は，アクチン繊維に沿った屈曲の伝播と運動とに
関係があることを示す．
滑り運動しているアクチン繊維はミオシンと周期的に作用していることが示さ
れた．この周期はアクチン繊維とミオシンとの作用頻度に相当し，作用の周期性
は間欠性に言い換えられる．滑り運動しているアクチン繊維とミオシンとの作用
頻度は，ATP濃度が上昇に伴って多くなった．つまり，滑り運動しているアクチ
ン繊維の局所の屈曲の発生箇所もまた，ATP濃度の上昇に伴って増大する．その
ため，速く滑り運動するアクチン繊維で観察された多様かつ複雑なパターンの発
生には，複数の屈曲波同士の作用や滑り運動速度の増大に伴う屈曲伝播速度の増
大が一因となっていた可能性がある．この屈曲伝播速度の増大は，アクチン繊維
の硬さの変化に起因している可能性が考えられる．
ミオシンの作用に起因するアクチン繊維の局所の屈曲は，間欠的なものであっ
た．その局所の屈曲は，滑り運動していないアクチン繊維やブラウン運動してい
るアクチン繊維では観察されなかった．そのため，この局所の屈曲はアクチン繊
維の内部に生じた不安定化として捉えることが可能である．つまり，アクチン繊
維の内部の局所的な不安定化は，ミオシンの作用がトリガーとなって生じたこと
になる．また，その屈曲が消失することなく繊維内に留まって生じる屈曲の伝播
は，アクチン繊維の内部での近接作用によるポジティブ・フィードバックとして
捉えることが可能である．このようなトリガーによって引き起こされる不安定化
の伝播は，神経膜の興奮の伝播と同様の様相を呈している．つまり，アクチン繊
維もまた，神経膜のような興奮性素子一次元集合体と同様に考えることが可能で
ある．
アクチン繊維の滑り運動メカニズムの応用
アクチン繊維とミオシンとの作用によるアクチン繊維内部の局所の不安定化と
その不安定化のポジティブフィードバックで生じるアクチン繊維の屈曲の伝播は
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散逸構造の一つであると言える．また，滑り運動しているアクチン繊維は滑り運
動速度に依存した繊維の硬さの変化の可能性が示唆された．加えて，滑り運動し
ているアクチン繊維の形状は，ミオシンとの作用やその作用に起因する屈曲など
が生じるために時々刻々と変化し続ける．
このように，アクチン繊維の形状は時々刻々と変化しているにもかかわらず，切
断されることなく運動を継続していた．この様を別の観点から眺めると，アクチ
ン繊維がミオシンとの作用によって生じた構造ひずみの解消の過程で形状を変化
させ，その形状変化がまたアクチン繊維と別のミオシンとの作用のきっかけを与
えていることになる．つまり，アクチン繊維はミオシンとの作用によって運動す
ることで，その運動の継続を実現していると考えられる．これは，個々の分子レ
ベルでの作用と分子集合体との運動が双方向の関係を有していることを意味する．
そして，その双方向の関係性は，ベルタランフィの述べる機能の階層性すなわち
過程の階層性に相当すると考えられる．
アクチン繊維は切断されることなく運動を継続する一方で，1本のアクチン繊
維が滑り運動中に 2本のアクチン繊維に破断されることもある．この破断されて 2
本に分かれたアクチン繊維は，破断前と同じ速度で運動を継続することができる．
つまり，アクチン繊維とミオシンとの結合が解離されないこと，もしくはアクチ
ン繊維が運動能を失ったことによるアクチン繊維の破断の要因ではない．そして，
これは，アクチン繊維の内部でミオシンとの作用やその他の運動に関わる情報が
一時的に調節もしくは統合されたいために破断が生じた可能性を持つ．加えて，ア
クチン繊維が破断後に破断前と同様に運動ができることは，アクチン繊維が何ら
かの物理量もしくは情報のフィードバックを受けている可能性を示唆する．換言
すると，この破断を伴うアクチン繊維の滑り運動の様態は，アクチン繊維が常に
繊維情報のフィードバックを受けることによってその繊維の制約を受けている可
能性を示唆する．
これまでに述べられたことは，アクチン繊維が繊維構造の制約の下で，アクチ
ン繊維とミオシンとの素反応による不安定化，その不安定化の伝播による秩序形
成，秩序形成によるアクチン繊維とミオシンとの素反応の発生という循環システ
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ムで運動を継続していることを示唆する．これは，構成論的アプローチを応用し
た方法論に見られるシステムの振る舞いをシステムの振る舞いを決定する記述に
フィードバックさせる仕組みと類似する．その両者の違いは，アクチン繊維の滑
り運動ではシステムの構成要素が可変であり，一般にモデル化されたシステムで
はシステムの構成要素が不変である点にある．
現在，ロボットや情報処理システムのような機械は，高度に構造化された状況の
下で有益なタスクを実行する能力を有するように設計されている．そこでは，最
適な選択を繰り返し続けるための制御がなされている．その例がフィードバック
制御や強化学習による最適化制御である．また，ニューラルネットワークなどを
利用することで，周囲の環境に応じて自己組織的に制御を行う最適化制御が実現
されている．これらの制御にアクチン繊維の滑り運動に見られるシステム自体の
動的な様相や，システムの振る舞いとシステムの構成要素との循環の内包を加え
ることは，メカノケミカルシステムを有する系で観察されるような多様さや複雑
さと可制御性を兼ね備えたシステム構築に有効であると考えられる．
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第7章 結論
本研究は，生物の自己組織的な秩序形成のメカニズムを理解するために，筋収
縮を担うタンパク質であるアクチンとミオシンとの相互作用によるアクチン繊維
の滑り運動を生じるメカニズムを明らかにすることを目的とした．アクチン繊維
の滑り運動メカニズムを明らかにするために，アクチン繊維とミオシンとの作用
の関係性，および滑り運動しているアクチン繊維の形状変化を調べた．その結果
に基いてアクチン繊維の滑り運動中に見られる繊維内部の屈曲の伝播をモデル化
し，アクチン繊維の屈曲伝播に必要な要件を明らかにした．
● アクチン繊維の三次元位置を計測するシステムの開発
再構成運動系で滑り運動するアクチン繊維について，ガラス面に対して垂直方
向である高さ方向を含む三次元位置を計測するシステムを開発した．これは，全
反射型蛍光顕微鏡による観察手法の工夫と画像処理技術との組み合わせによって
実現された．全反射型蛍光顕微鏡では，蛍光物質の輝度がガラス面から離れるに
したがって減衰するため，まだら状に蛍光標識したアクチン繊維の蛍光標識部位
の輝度はガラス面から離れるにしたがって低下する．この特性を利用することで，
蛍光輝度から高さを推定した．
このアクチン繊維の三次元位置の計測方法は，アクチン繊維の滑り運動のみな
らずダイニン-チューブリン系など他のメカノケミカルシステムの運動計測にも応
用することができる．さらには，細胞内部でのタンパク質の位置変化を詳細に調
べることが可能である．また，現在の測定システムでは計測の制約等から比較的
蛍光輝度の低い蛍光物質を利用している．より蛍光輝度の高い蛍光物質を利用す
ることで，現在よりも微小な領域の変化を高精度で捉えることが可能となる．そ
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のため，生物物理学だけでなく分子生物学や細胞生物学など生物学の諸分野で新
たな知見を得るための測定法の一つとなり得る．
● アクチン繊維の形状変化に対する新しい評価法の導入
滑り運動しているアクチン繊維の骨格形状を画像解析技術を利用してサブミク
ロンオーダーで推定した．時間と共に変化するアクチン繊維の骨格形状をキモグ
ラフを用いて可視化した．これにより，アクチン繊維に沿って屈曲が伝播する様
子を明らかにした．
現在のアクチン繊維の骨格形状の解像度は，顕微鏡像の解像度と同程度の 40×
40 nm程度である．蛍光標識アクチン繊維はアクチン繊維の短軸方向に正規分布
を持ち，正規分布でのフィッティングを行うことで 5 nm程度の分解能でアクチン
繊維の骨格形状を解析可能となる．そのような画像解析は容易に行うことが可能
であるが，本研究で使用した蛍光顕微鏡のフィルタユニットでは蛍光標識アクチ
ン繊維の輝度分布が滑らかな画像を得ることは難しい．そのため，蛍光顕微鏡の
フィルタ構成を工夫することで，解析可能な顕微鏡像を得る必要がある．
この評価方法もまた，三次元位置の計測方法と同様にダイニン-チューブリン系
などのメカノケミカルシステムの運動評価にも応用することができる．また，鞭
毛や繊毛などの繊維状構造物の形状評価にも応用することが可能である．そのた
め，生物学の諸分野で広く利用することが可能である．
● アクチン繊維の滑り運動調節
再構成運動系で滑り運動するアクチン繊維の高さの変化から，アクチン繊維が
ミオシンと間欠的に作用することを明らかにした．また，そのアクチン繊維とミ
オシンとの作用頻度がミオシンのATP加水分解と共役するものの，アクチン繊維
の移動距離がミオシンの可動域よりも大きいことを示した．
また，滑り運動しているアクチン繊維で屈曲の伝播が生じていることを示した．
さらに，屈曲の伝播パターンが多様かつ複雑な様態を示した．それらの結果に基
づいて，アクチン繊維を一次元弾性体モデルで近似し，アクチン繊維の屈曲の伝
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播が自己組織的に発生することを示した．また，その条件が，アクチン繊維とミ
オシンとの作用が間欠的であり不応期があること，およびアクチン繊維が非線形
性と柔軟性を有することであることを明らかにした．
これらの結果に基いて，アクチン繊維の滑り運動メカニズムについてひずみ伝
播モデルを提案した．このひずみ伝播モデルは，ATP加水分解に伴うミオシンの
構造ひずみがアクチン繊維とミオシンとの作用によりアクチン繊維の構造ひずみ
に移行し，アクチン繊維の構造ひずみの解消過程で滑り運動が生じるとするもの
である．これは，アクチン繊維の滑り運動メカニズムとミオシンのATP加水分解
メカニズムとを区別し，アクチン繊維の滑り運動の詳細な情報から得られたモデ
ルである．また，複雑系科学の分野で用いられる構成論的手法を用いることで，ア
クチン繊維の滑り運動に必要な要件を抽出することができた．
さらに，このアクチン繊維のひずみ伝播モデルとアクチン繊維の滑り運動の特
性から，アクチン繊維の滑り運動において循環システムが内包されていることを
示唆した．この循環システムは，アクチン繊維とミオシンとの素反応によって生
じるアクチン繊維の内部の不安定化，その不安定化のアクチン繊維の近傍領域へ
の伝播による繊維内の秩序形成，その秩序形成に伴う運動によって再び生じるア
クチン繊維とミオシンとの素反応の一連の循環過程を持つ．さらに，その循環シ
ステムにアクチン繊維内部で繊維情報がフィードバックされる過程を含むことが
示唆された．このようなアクチン繊維の滑り運動の特性は，生物のような自由度
と可制御性を備えた情報処理システムの構築に自己循環システムが有効となり得
る可能性を示唆する．
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